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1.1 Die Harnblase 
1.1.1 Anatomie der Harnblase 
Die Harnblase dient als Reservoir für den von den Nieren produzierten Harn. Sie hat 
ein Füllungsvermögen von 500 bis 2000 ml, in dessen Abhängigkeit sich Lage, Form 
und Größe verändern. Man unterteilt die Blasenspitze (Apex vesicae), den 
Blasenkörper (Corpus vesicae), den Blasenhals (Collum vesicae) und den 
Blasengrund (Fundus vesicae). Letzterer enthält das Blasendreieck (Trigonum 
vesicae), das aus den beiden Ureterostien und der inneren Harnröhrenmündung 
gebildet wird. Zystoskopisch erscheint dieser Bereich der Harnblase weißlich glatt 
und dient als Orientierung zum Auffinden der Ureterostien. Für das Wechselspiel aus 
Miktion und Speicherphase ist ein komplexes Muskelsystem von Harnblase und 
Urethra notwendig. Dazu gehören der M. detrusor vesicae (Detrusor), der M. 
sphincter vesicae (innerer Harnblasenschließmuskel), der M. sphincter urethrae 
glaber (innerer urethraler Schließmuskel) und der quergestreifte M. sphincter 
urethrae transversostriatus (äußerer urethraler Schließmuskel) [1] (siehe 
Abbildung 1). Die Harnblase liegt subperitoneal im kleinen Becken hinter der 
Symphyse. Oberseite und Rückwand werden vom Peritoneum überzogen, welches 
dann auf die Vorderseite des dorsal der Blase gelegenen Organes umschlägt und 
somit die Peritonealhöhle bildet. Beim Mann legt sich das Peritoneum dem Rectum 
an, wodurch die Excavatio rectovesicalis entsteht. Bei der Frau schlägt das 






Abbildung 1: Anatomie der Vesica urinaria (Harnblase). Verändert nach [1, 2]. 
 
1.1.2 Histologie der Harnblase 
Die Harnblase ist ein muskuläres Hohlorgan mit typisch dreischichtigem Wandaufbau 
(siehe Abbildung 2). Das Innere der Blase wird durch die Tunica mucosa 
(Schleimhaut) ausgekleidet. Dabei handelt es sich um Urothel, das in Abhängigkeit 
vom Füllungszustand der Blase seine Form verändern kann. Die Tunica mucosa ist – 
außer im Bereich des Trigonum vesicae – einer lockeren Bindegewebsschicht (Tela 
submucosa) aufgelagert. Dadurch wird eine Verschieblichkeit der Schleimhaut 
gewährleistet. 
Auf die Tunica mucosa folgt die Tunica muscularis bestehend aus einer äußeren 
Längsschicht (Stratum longitudinale externum), einer mittleren zirkulären Schicht 
(Stratum circulare) und einer inneren Längsschicht (Stratum longitudinale internum). 
Die Gesamtheit dieser miteinander vernetzten Muskelfasern bildet den M. detrusor 
vesicae. Durch seine Kontraktion wird die Entleerung der Harnblase bei der Miktion 
ermöglicht. Bei Patienten mit Interstitieller Zystitis / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) 





Die Außenseite der Harnblase wird apikal und dorsal vom Peritoneum parietale 
überzogen (Tunica serosa). Den Anteilen, die nicht von Peritoneum bedeckt sind, 
lagert sich die Fascia pelvis visceralis auf. 
 
 
Abbildung 2: Histologie der Harnblase. Lichtmikroskopische Darstellung einer Hämatoxylin-Eosin-
Färbung (HE). Gezeigt sind eine histologische Übersicht (A) und ein Ausschnitt des Urothels (B). 
 
1.1.3 Gefäßversorgung der Harnblase 
Die arterielle Blutzufuhr erfolgt über die jeweils paarigen Arteriae vesicales 
superiores et inferiores. Die Arteriae vesicales superiores entspringen aus der Arteria 
umbilicalis und versorgen den Großteil der Harnblasenwand. Blasenhals 
und -hinterwand werden von den aus der Arteria iliaca interna stammenden Arteriae 
vesicales inferiores gespeist. Bei der Frau entspringen diese häufig der Arteria 
vaginalis. 
Der venöse Abfluss erfolgt über ein komplexes Venengeflecht (Plexus venosus 
vesicalis) in die Venae iliacae internae. 
 
1.1.4 Innervation der Harnblase 
Die Harnblase verfügt über zwei Innervationssysteme: ein in der Harnblasenwand 
gelegenes intrinsisches und ein außerhalb gelegenes extrinsisches System. Der 
intrinsische Nervenplexus reguliert den Tonus des M. detrusor vesicae in 
Abhängigkeit vom Füllungszustand der Blase. Das extrinsische System besteht aus 
sympathischen und parasympathischen Viszeroefferenzen. Die parasympathischen 





die Kontraktion des Destrusors und sind somit maßgeblich an der Miktion beteiligt. 
Sympathische Fasern der Rückenmarkssegmente Th11-L2 werden im Plexus 
hypogastricus inferior umgeschaltet und kontrahieren den M. sphincter vesicae 
internus, was den Blasenverschluss (Kontinenz) bewirkt. Dorschner et al. [1] stellten 
dabei funktionelle Unterschiede zwischen Ruhe- und Belastungsinkontinenz fest. 
Während die Ruheinkontinenz durch unwillkürliche Kontraktion des glatten 
M. sphincter urethrae glaber vermittelt wird, kommt es bei Erhöhung des 
intraabdominellen Druckes zur reflektorischen Kontraktion des quergestreiften 
M. sphincter urethrae transversostriatus (äußerer urethraler Schließmuskel). 
Informationen zu Füllungszustand der Blase oder sensiblen Qualitäten, wie z.B. 
Organschmerzen, werden über mit den Nervi splanchnici verlaufenden 
viszeroafferenten Fasern zum Zentralnervensystem geleitet. Das Zusammenspiel all 
dieser Systeme bewirkt das Wechselspiel zwischen Kontinenz und Miktion. 
(Die Informationen zu Anatomie, Histologie, Gefäßversorgung und Innervation 





1.2 Interstitielle Zystitis / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) 
1.2.1 Definition 
Bei der Interstitiellen Zystits / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) handelt es sich um 
eine chronische Erkrankung der Harnblase, die v.a. durch suprapubische 
Schmerzen, Blasenfüllungsschmerz, Pollakisurie (10 bis 40 Miktionen/Tag) und 
Nykturie gekennzeichnet ist. Voraussetzung für die Diagnose IC/BPS ist der 
Ausschluss einer Harnwegsinfektion sowie anderer offensichtlicher Pathologien des 
Urogenitaltraktes [5]. Weitere Symptome können plötzlich einsetzender Harndrang 
(Urgency), Algurie, Dysurie und Dyspareunie sein. Einschränkungen im Alltag (80%), 
in der Freizeit (90%) oder im Sexualleben (63%) verursachen meist eine erhebliche 
Verminderung der Lebensqualität und gehen nicht selten mit psychischen 
Beeinträchtigungen (77%) der Betroffenen einher [6].  
 
1.2.2 Epidemiologie 
Die Angaben zu Prävalenz und Inzidenz von IC/BPS variieren von Land zu Land und 
je nach Studienlage stark [7]. Ursachen hierfür sind v.a. die Heterogenität des 
Krankheitsbildes sowie wechselnde Diagnosekriterien, die dazu führen, dass die 
Erkrankung oft nicht oder erst spät erkannt wird. So beträgt die durchschnittliche 
Diagnosedauer in Deutschland neun Jahre [6]. Die Inzidenz der IC/BPS wird mit 1,2 
Neuerkrankungen auf 100 000 Einwohner angegeben [8]. Die weibliche Bevölkerung 
erkrankt dabei in der Regel 9-10 mal häufiger als die männliche. Das weibliche 
Geschlecht stellt damit den einzigen definitiven Risikofaktor für die Entwicklung des 
Krankheitsbildes dar [9]. Die Prävalenzraten schwanken zwischen 52 und 500 
Frauen pro 100 000 Einwohnern [8–10]. Eine bekannte finnische Populationsstudie 
nach Leppilahti et al. geht von einer Prävalenz von 450 Erkrankten auf 100 000 
Frauen aus [11]. Die Prävalenz bei den Männern wird in der Literatur mit 8 bis 41 
Erkrankten pro 100 000 angegeben [9, 12]. Es ist jedoch davon auszugehen, dass 
wesentlich mehr Männer an IC/BPS leiden, aufgrund IC-ähnlicher Symptome oftmals 
aber die Fehldiagnose chronische Prostatitis gestellt wird [10, 13]. Das 
durchschnittliche Erkrankungsalter beträgt 40 Jahre, wobei eine Erkrankung bereits 
im Kindesalter nicht auszuschließen ist. Prävalenzraten für IC/BPS bei Kindern sind 
allerdings nicht bekannt, da ein Erkrankungsalter unter 18 Jahre bisher ein 





Komponente ist noch nicht abschließend bewiesen. Untersuchungen zeigen aber, 
dass erstgradig Verwandte von IC/BPS-Patienten eine 17-fach höhere Prävalenz für 
die Erkrankung gegenüber der Normalbevölkerung aufweisen [15]. 
 
1.2.3 Ätiologie / Pathogenese 
Die genaue Ätiologie der IC/BPS ist noch nicht bekannt. Verschiedene 
Untersuchungsansätze zeigen bisher das Bild eines multifaktoriellen Geschehens. 
Folgende Theorien werden dabei diskutiert: 
 
Urotheliale Dysfunktion 
Die urotheliale Dysfunktion ist der am häufigsten aufgeführte Pathomechanismus der 
IC/BPS. Sulfatierte Glykosaminoglykane (GAG) und Glykoproteine (Polysaccharide 
der extrazellulären Matrix) überziehen das Urothel und bilden somit eine 
Schutzschicht zwischen Urin und Blasengewebe. Im Rahmen der Entstehung einer 
IC kommt es zur Schädigung dieser Barriere, so dass Toxine, Karzinogene, 
Mikroorganismen und v.a. Kaliumionen aus dem Urin in die Blasenwand eindringen 
können [10]. Der Kaliumeinstrom führt zur Depolarisierung von Detrusorzellen, 
Freisetzung verschiedener Neurotransmitter (ATP, Acetylcholin, Prostaglandine, NO) 
[12] und Gewebeschäden. Neuronale Hyperaktivität der Blase sowie Schmerzen sind 
die Folge [12, 16]. 
 
Chronische Inflammation durch Mastzellaktivierung 
Bei IC/BPS handelt es sich nicht um eine typische durch Mikroorganismen 
(Bakterien, Viren, Pilze) ausgelöste Entzündung. Zwar gibt es eine Studie, die ein 
erhöhtes Vorkommen von Nanobakterien sowohl im Urin als auch im Blasengewebe 
von IC-Patienten zeigt [17], die European Society for the Study of Interstitial Cystitis 
(ESSIC) definiert aber Infektionen des Harntraktes ganz klar als Ausschlusskriterium 
für das Vorliegen einer IC/BPS [18, 19]. Trotzdem sind inflammatorische Prozesse in 
allen Schichten der Harnblase hochreguliert. Eine bedeutende Rolle kommt hier den 
Mastzellen zu. Mastzellen gehören zu den Immunzellen und reifen aus 
hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark heran. Sie enthalten in ihrem 
Zytoplasma Granula mit vasoaktiven und inflammatorischen Mediatoren wie z.B. 





Vielzahl von Mechanismen kann zur Mastzelldegranulation führen. Hierzu zählen die 
IgE-vermittelte Hypersensitivitätsreaktion und die Freisetzung von Acetylcholin, 
Zytokinen, TNF-α, Allergenen, Hormonen (z.B. Östrogene), viraler oder bakterieller 
Toxine. Beim Vorliegen von IC/BPS sind es v.a. der Stammzellfaktor (SCF) [20], 
Substance P und der Nerve Growth Factor (NGF) [21], die vom dysfunktionellen 
Urothel verstärkt sezerniert werden und zur Mastzellaktivierung führen. Somit 
entsteht ein Circulus vitiosus aus inflammatorischen Prozessen. Eine zielgerichtete 
Pharmakotherapie im Sinne der Mastzellinhibition wäre als Therapie der IC/BPS 
denkbar [22]. Hinweisend auf die Involvierung von Mastzellen im Rahmen der 
IC/BPS sind erhöhte Konzentrationen von Histamin mit seinen Metaboliten, IL6 und 
Tryptase im Urin von IC-Patienten [23].  
 
Neurogene Inflammation 
Eng im Zusammenhang mit der durch Mastzellen ausgelösten Inflammation steht die 
neurogene Inflammation. 
Eine zentrale Rolle spielt dabei Substance P, ein Tachykinin, das als nozizeptiver 
Neurotransmitter fungiert und v.a. von schmerzleitenden C-Fasern freigesetzt wird. In 
Blasengewebe und Urin von IC-Patienten konnten erhöhte Konzentrationen an 
Substance P und ihrem Rezeptor (Neurokinin-1-Rezeptor) nachgewiesen werden 
[24]. Die Ausschüttung von Substance P wirkt wiederum sensibilisierend auf 
benachbarte afferente Schmerzfasern und löst die Degranulation von Mastzellen 
aus. Inflammation und Hyperalgesie sind die Folge. 
Eine Hochregulation der sensorischen Nerven in IC-Gewebe wird zusätzlich durch 
den Nerve Growth Factor (NGF) bewirkt [12]. Die Entstehung von Schmerzen und 
den IC-typischen Miktionsbeschwerden erfolgt letztlich über die Aktivierung von 
Rezeptoren. Ein bedeutender ist dabei der TRPV1 (transient receptor potential 
vanilloid receptor subtype 1) [25]. Er wird bei IC/BPS entlang der suburothelialen 
Nervenfasern verstärkt exprimiert [26]. 
Zusammenfassend resultiert die chronische Inflammation also in neuroplastischen 









Als weiterer Pathogenesefaktor von IC/BPS wird eine unzureichende Versorgung der 
Harnblasenwand mit Sauerstoff, bedingt durch eine verminderte Vaskularisierung 
suburothelialer Gewebeschichten, diskutiert, [27]. Eine verstärkte Expression von 
Hypoxie-induziertem Faktor-1α (HIF-1α) und Vascular Epithelial Growth Factor 
(VEGF) in IC-Biopsien stellt einen möglichen Gegenregulationsmechanismus auf die 
Hypoxie dar [28]. Es bleibt allerdings unklar, ob die Hypoxie eine Ursache der 
IC/BPS oder eine Folge toxischer / inflammatorischer Prozesse ist. 
 
Verändertes Rezeptorexpressionsmuster von Detrusormyozyten 
Histologische und molekularbiologische Untersuchungen von Detrusormyozyten in 
IC-Biopsien zeigen eine signifikant erhöhte Expression des muskarinergen M2-
Rezeptors, des histaminergen H1-Rezeptors und der purinergen Rezeptoren P2X1 
und P2X2 [3]. M2- und purinerge Rezeptoren spielen u.a. eine wichtige Rolle bei der 
Detrusorkontraktion [29, 30]. Eine erhöhte Dichte an histaminergen Rezeptoren ist 
gut vereinbar mit der oben beschriebenen verstärkten Mastzellaktivierung und damit 
verbundener Histaminausschüttung. Histamin bewirkt über eine Erhöhung der 
intrazellulären Kalziumkonzentration ebenfalls die Kontraktion der Harnblase [31, 32]. 
Die Bestimmung des individuellen Rezeptorprofils könnte zukünftig bei der 
Diagnosestellung und einer individuellen Therapieempfehlung mit selektiven 
Anticholinergika oder Histaminrezeptorantagonisten hilfreich sein. 
 
Apoptose und Antiproliferativer Faktor (APF) 
Die chronische Inflammation führt zur verstärkten Aktivierung apoptotischer 
Signalkaskaden [33]. Zusätzlich können in IC-Gewebe erhöhte Spiegel des 
Antiproliferativen Faktors (APF) nachgewiesen werden [34]. Damit entsteht ein 
Ungleichgeweicht zwischen Abbau und Regeneration der Basalzellen des Urothels. 
Urotheliale Ausdünnung, Dysfunktion und Barrierestörung sind die Folge. 
 
Sexualhormone 
Die Tatsache, dass v.a. Frauen im Klimakterium an IC/BPS erkranken, lässt einen 
Zusammenhang mit Veränderungen der weiblichen Sexualhormone – besonders 





ovulatorische Beschwerden bei 40 % der jüngeren Frauen sowie eine 
Symptomverbesserung während der Schwangerschaft sprechen des Weiteren dafür 
[35]. Zudem weisen Blasenmastzellen von IC-Patienten eine verstärkte Expression 
hochaffiner Östrogenrezeptoren auf [10]. Untersuchungen zeigen, dass Östrogene 
Mastzellen aktivieren und ihre Proliferation fördern [24], mit den unter Chronische 
Inflammation durch Mastzellaktivierung beschriebenen Effekten. Sowohl bei Männern 
als auch bei Frauen spielen Östrogene eine wichtige Rolle bei der Regeneration 
urogenitaler Schleimhäute und damit dem Erhalt der Barrierefunktion. Außerdem 
haben sie eine stimulierende Wirkung auf das Immunsystem, so dass sie 
Autoimmunerkrankungen exazerbieren lassen können [35]. Die These von IC/BPS 
als Autoimmunerkrankung wird im Folgenden diskutiert. 
 
Autoimmune Genese 
Eigenschaften wie Chronifizierung mit Exazerbation und Remission, histologisch 
mononukleäre Zellinfiltrate, das Fehlen eines definierten Pathogens sowie das 
teilweise Ansprechen auf Steroide oder Immunsuppressiva, lassen eine autoimmune 
Genese von IC/BPS vermuten [36]. Auch ein Anstieg blasenspezifischer 
Autoantigene konnte gezeigt werden [37, 38]. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei 
aber um ein sekundäres Phänomen als Folge von Inflammation und epithelialer 
Dysfunktion [37]. Ebenfalls für ein autoimmunes Geschehen spricht, dass Patienten 
mit IC/BPS häufiger an Allergien (45 % der IC-Patienten), chronisch entzündlichen 
Darmerkrankungen (100-mal häufiger als die gesunde Bevölkerung), rheumatischen 
Erkrankungen (Sjögren-Syndrom, Fibromyalgie) und Kollagenosen (Lupus 
erythematodes 30- bis 50-mal häufiger) leiden [39]. Möglicherweise bestehen also 
Gemeinsamkeiten im Pathomechanismus von IC/BPS und Autoimmunerkrankungen. 
 
1.2.4 Diagnostik 
Aufgrund der Heterogenität des Krankheitsbildes und unvollständig geklärter 
Pathogenesemechanismen existiert derzeit keine allgemein akzeptierte Diagnostik, 
so dass sich die Diagnosestellung meist schwierig und langwierig gestaltet. Nach 
einer Studie von Jocham et al., die sich mit der Versorgungssituation von 270 
Patienten mit IC in Deutschland beschäftigte, beträgt die Dauer bis zur Diagnose 





einem Krankenhaus (oft als Bestätigung einer Verdachtsdiagnose eines 
niedergelassenen Arztes). 86,3% der Patienten erhalten die Diagnose IC/BPS durch 
einen Urologen [6]. 
Im Folgenden werden gängige Diagnostika, die v.a. dem Ausschluss anderer 
Pathologien dienen, genauer erläutert. 
 
Anamnese und Miktionstagebuch 
Wie bei jeder Erkrankung steht auch im Rahmen der IC-Diagnostik eine ausführliche 
Anamnese im Vordergrund. Zur Selektion von IC/BPS-Patienten empfiehlt die ESSIC 
die Erhebung folgender Symptome: chronische Schmerzen (länger als sechs 
Monate), Druckgefühl und Missempfindungen (Dysurie, Algurie) beim Wasserlassen 
sowie mindestens eines der weiteren Symptome wie z.B. Harndrang (Urgency), 
Pollakisurie und Nykturie [18]. Nach einer Verschlimmerung der Beschwerden bei 
Geschlechtsverkehr oder Menstruation sollte ebenfalls gefragt werden. Außerdem 
kann das Führen eines Miktionstagebuches hilfreich sein. Durch Dokumentation von 
Trink- und Miktionsvolumina können Rückschlüsse auf die funktionelle 
Blasenkapazität (im Wachzustand maximal speicherbares Urinvolumen) gezogen 
werden. Ein funktionelles Blasenvolumen von mehr als 300 ml, Miktionsintervalle von 
über zwei Stunden, das Fehlen von Nykturie, längere beschwerdefreie Intervalle oder 
eine Symptomverbesserung unter antimikrobieller Therapie machen das Vorliegen 
einer IC unwahrscheinlich [10, 40]. 
 
Symptom-Score-Fragebögen 
Standardisierte Fragebögen können Anamnese und Diagnosestellung erleichtern. 
Am häufigsten kommt der O’Leary-Symptom- und Problemindex zum Einsatz. Er 
berücksichtigt neben den Leitsymptomen der IC/BPS auch Einschränkungen der 
Lebensqualität. Ergibt die Summe aus IC-Symptom-Index und IC-Problem-Index 
einen Wert größer als sechs, so ist das Vorliegen einer IC möglich. Ein Punktwert 
von über 12 ist ein sehr starker Hinweis auf eine IC [41]. Neben diesem 
IC-spezifischem Score können natürlich auch andere gängige Fragebögen für 








Die körperliche Untersuchung ist im Rahmen jedes Arztbesuches obligat und sollte 
auch bei IC-Verdacht durchgeführt werden. Zwar stellen sich die urologischen 
Organe dabei in der Regel unauffällig dar (auch in der Sonographie). 
Differentialdiagnosen (siehe 1.2.5) können so aber ausgeschlossen werden. 
 
Urindiagnostik 
Bei Verdacht auf eine Erkrankung der ableitenden Harnwege muss immer eine 
Urindiagnostik erfolgen. Neben einem einfachen Urinteststreifen sollten auch eine 
Urinkultur angelegt und das Urinsediment untersucht werden, um eine 
Harnwegsinfektion auszuschließen. Zum Ausschluss eines Harnblasenkarzinoms 
sollte (neben einer Zystoskopie) eine Urinzytologie durchgeführt werden. Der 
Nachweis von Bakterien, Pilzen oder Entzündungszellen im Urin spricht gegen das 
Vorliegen einer IC. Eine Hämaturie liegt bei etwa 40 % der IC-Patienten vor, ist aber 
nicht spezifisch für IC/BPS und tritt bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen auf [42]. 
 
Biomarker  
Unter einem Biomarker versteht man einen körpereigenen Stoff, der als Indikator für 
normale biologische oder krankhafte Prozesse im Körper herangezogen werden 
kann. Ein Biomarker sollte objektiv messbar sein und eine hohe Sensitivität und 
Spezifität besitzen. V.a. Blut und Urin werden häufig für die Untersuchung von 
Biomarkern verwendet. Für IC/BPS hat sich in der Routinediagnostik bisher ein 
solcher nicht etabliert. Jedoch befinden sich vielversprechende Marker in 
Untersuchung. Am sensitivsten und spezifischsten ist der Antiproliferative Faktor 
(APF) im Urin (siehe 1.2.3) [34]. Er kann bei 95 % der IC-Patienten und nur 9 % der 
Kontrollgruppe nachgewiesen werden [43]. APF wiederum inhibiert die Produktion 
von HB-EGF (heparin-binding epithelial growth factor), so dass eine verminderte 
Ausscheidung von HB-EGF im Urin bei IC/BPS typisch ist [12]. EGF allein dagegen 
ist oftmals erhöht. Des Weiteren zeigt eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren eine 
verstärkte Expression, z.B. PD-EGF, VEGF oder auch NGF. Allesamt sind aber nicht 
spezifisch für das Vorliegen einer IC. Andere mögliche Biomarker im Urin könnten 
proinflammatorische Zytokine sein (TNF-α, IL1, IL2, IL6, IL8). Erhöhtes IL6 zeigt 





der Stimulation der Epithelproliferation spielt, ist dagegen erniedrigt [12]. Ein weiterer 
Ansatz auf der Suche nach Biomarkern für IC/BPS besteht in der 
Massenspektrometrie. des Urins. Von etwa 1500 im Urin-Proteom gemessenen 
Proteinen, zeigen über 70 eine signifikant veränderte Expression bei IC/BPS [44]. Die 
Etablierung eines zuverlässigen Biomarkers wäre für die Zukunft wünschenswert, um 
Diagnostik, Früherkennung und Monitoring der IC zu erleichtern. 
 
Zystoskopie mit diagnostischer Blasendehnung und Biopsie 
Besteht aufgrund vorangegangener Untersuchungen weiterhin der Verdacht auf eine 
IC, ist - auch zum Ausschluss von Differentialdiagnosen oder eines malignen 
Geschehens - die Durchführung einer Zystoskopie indiziert. Hierbei ist auf IC-
typische Veränderungen der Blasenschleimhaut zu achten. Dazu zählen sogenannte 
Hunner-Ulzera (ulzeröse Schleimhautläsionen mit fehlender normaler 
Kapillarstruktur) [40]. Diese lassen sich aber nur bei 10 % der IC-Patienten finden. 
90 % weisen dagegen punktförmige Schleimhautblutungen auf (Glomerulationen) 
[10, 42]. Weitere Kennzeichen sind pergamentartige Urothelablösungen bis hin zur 
Ausdünnung des Urothels mit Durchscheinen der Muskularis. Wird die 
Blasenspiegelung unter Narkose durchgeführt, kann eine diagnostische 
Blasendehnung erfolgen (schmerzbedingt wird diese im Wachzustand nicht toleriert). 
Dazu wird die Blase über zwei bis drei Minuten mit einem Druck von 80 cm H2O 
gefüllt. Während dieser Hydrodistension ist auf wasserfallartige 
Schleimhautblutungen zu achten, die sich entweder petechial (Glomerulationen) oder 
flächenhaft (Mukosa-Cracking) darstellen können (siehe Abbildung 3). Sie sind 
typisch, aber nicht beweisend für eine IC. In der gleichen Sitzung kann auch eine 
Schleimhautbiopsie für die histologische Untersuchung entnommen werden. So 
können einerseits ein Carcinoma in situ ausgeschlossen und andererseits 
IC-charakteristische Veränderungen (Schleimhautödeme, Urothelabflachung, 
ulzeröse Epitheldefekte, entzündliche Infiltrate, Fibrosierung, 
Nervenfaserproliferation, Mastzellinfiltration) nachgewiesen werden [10, 40]. Anhand 
von Zystoskopie- und Pathologiebefund kann die IC in eine ulzeröse (Hunner-Typ) 
und eine nicht ulzeröse (Nicht-Hunner-Typ) Form eingeteilt werden. Untersuchungen 





sind [45]. Möglicherweise bestehen also Unterschiede in der Pathogenese beider 
Formen mit daraus ableitbaren verschiedenen therapeutischen Konsequenzen.  
 
Abbildung 3: Zystoskopiebefunde bei IC/BPS. Dazu zählen Glomerulationen (petechiale Blutungen; 
A), Hunner-Läsionen (epithelialer Schleimhautdefekt; B), Urothelabschilferungen (C) und 
wasserfallartige Blutungen unter Hydrodistension (D). Verändert nach [40]. 
 
Kaliuminstillationstest 
Fakultativ kann ein Kaliuminstillationstest durchgeführt werden. Dazu werden über 
einen transurethralen Katheter 40 bis 100 ml 0,4 M Kaliumchlorid-Lösung in die 
Harnblase instilliert. Liegt eine epitheliale Dysfunktion mit einer Barrierestörung der 
GAG-Schicht (siehe 1.2.3) vor, berichten die Patienten in Folge einer Depolarisation 
des subepithelialen Gewebes über Schmerzen und/oder Harndrang. Dieser Test 
kann bei der Diagnosestellung der IC hilfreich sein, ist aber – da er nur auf eine 
Epithelstörung hindeutet – nicht spezifisch für IC/BPS (Sensitivität 85,5 %, Spezifität 






Als weiterführende Untersuchungen können Uroflow und Urodynamik dienen. Sie 
erlauben u.a. die Bestimmung von Harnflussrate, Harnflusszeit, Miktionsdauer und 
Miktionsvolumen. Damit die Uroflowmetrie aussagekräftig ist, muss ein 
Miktionsvolumen von mindestens 150 ml vorliegen. Bei den meisten IC-Patienten tritt 
das Gefühl des Harndranges allerdings schon bei einem Blasenfüllungsvolumen 
unter 150 ml auf. Da die Untersuchung unangenehm ist und gleichwertige 
Informationen auch aus ausführlicher Anamnese und Miktionstagebuch zu gewinnen 
sind, verliert die Urodynamik ihre Bedeutung bei der IC-Diagnostik. 
 
Diagnostischer Ausblick 
Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Neuhaus konnten Veränderungen 
im Rezeptorprofil muskarinerger, histaminerger und purinerger Rezeptoren zeigen, 
die die Grundlage für diese Promotionsarbeit bildeten. Eventuell ergeben sich 
hierdurch neue diagnostische Möglichkeiten. Einzelheiten werden im Laufe dieser 
Arbeit erläutert. 
Zusammenfassend empfiehlt die ESSIC folgendes schrittweises diagnostisches 
Vorgehen [18]: 
- Patientenselektion 
- Ausschluss von Differentialdiagnosen (siehe 1.2.5) 






Der Ausschluss von Differentialdiagnosen ist ein wichtiger und zielführender Schritt in 
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Da die genaue Pathogenese der IC/BPS noch nicht geklärt ist und bisher von einem 
multifaktoriellen Geschehen ausgegangen wird (siehe 1.2.3), ist eine kausale 
Therapie der Erkrankung nicht möglich. Vielmehr steht eine symptomatische 
Behandlung mit dem Ziel der Beschwerdelinderung im Vordergrund. Die 
Therapieansätze nehmen dabei Bezug auf die unterschiedlichen, teils erforschten 
Pathomechanismen. Die drei wichtigsten Prinzipien der IC-Therapie basieren auf der 
Wiederherstellung der Epithelfunktion, der Suppression der neuronalen Aktivität und 
der Kontrolle von mit IC/BPS assoziierten Allergien [42]. Am häufigsten kommen 
konservative Therapieprinzipien zum Einsatz (orale und intravesikale Medikation, 
Schmerz- und Verhaltenstherapie, Diät). Ultima Ratio stellen operative Verfahren da. 
Die einzelnen Therapiestrategien werden im Folgenden genauer erläutert. 
 
1.2.6.1 Orale Therapie 
Pentosanpolysulfat (PPS, Elmiron®) 
PPS ist das am häufigsten eingesetzte Medikament in der IC-Therapie. Es handelt 
sich um ein Heparinanalogon, das in seiner Struktur den Glykosaminoglykanen der 
Blasenschleimhaut ähnelt. Sein Wirkprinzip beruht auf der Regeneration des 
Blasenepithels mit Verminderung der Permeabilität. Besonders erfolgreich ist der 
Einsatz von PPS in einer täglichen Dosierung von 300 mg (♀) bzw. 600 mg (♂) in 
frühen und mittleren Stadien der IC. Da eine Wirkungssteigerung nicht durch eine 
höhere Dosierung, sondern durch einen längeren Einnahmezeitraum erreicht wird, 
wird die Behandlung über einen Zeitraum von acht bis zwölf Monaten empfohlen. Der 
Großteil der Patienten berichtet über eine Verbesserung der Symptomatik nach etwa 
drei Monaten. Nach einem beschwerdefreien Intervall von mindestens einem halben 
Jahr kann die Therapie ausgeschlichen werden. Da die Rezidivrate mit etwa 80 % 
recht hoch ist, sollte den Patienten die Option gegeben werden, die Therapie wieder 
aufzunehmen [10, 42]. PPS kann auch mit Heparin kombiniert werden. Ein negativer 







Die verstärkte neuronale Aktivität / Nervenfaserproliferation der Harnblase kann 
durch die Gabe von Antidepressiva wie z.B. Amitriptylin oder Imipramin eingedämmt 
werden. Die Therapie sollte einschleichend mit 25 mg/d zur Nacht (sedierende 
Wirkung) begonnen werden. Nach einer Gewöhnungsphase von bis zu zwei 
Monaten kann die Dosis auf 50 mg/d erhöht werden. Ein positiver Nebeneffekt der 
Antidepressiva ist ihre analgetische Wirkung durch die Bindung an Serotonin- und 
H1-Rezeptoren. Außerdem unterdrücken sie die Mastzellaktivierung. Bei 
Unverträglichkeit kann auf selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI) wie 
Fluoxetin (10 – 20 mg/d) oder Sertralin (50 - 100 mg/d) zurückgegriffen werden [42]. 
 
Antiallergika 
Mastzelldegranulation ausgelöst durch IgE-vermittelte Hypersensitivitätsreaktion 
spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenes der IC (siehe 1.2.3). Allergische Schübe 
können somit die Symptomatik einer bestehenden IC verschlechtern. Deshalb 
empfiehlt die Interstitial Cystitis Association (ICA) allen Allergikern, die unter einer 
interstitiellen Zystitis leiden, die Behandlung mit 25 mg/d Hydroxyzin. Eine 
Dosissteigerung auf 50 – 100 mg/d während der Allergiesaison ist möglich [42]. 
 
Immunsuppressiva 
Die unter 1.2.3 beschriebene autoimmune Genese sowie die Assoziation von IC/BPS 
mit rheumatische Erkrankungen und Kollagenosen gibt Anlass zur Verabreichung 
von Immunsuppressiva. Steroide, Azathioprin, Chloroquin oder Cyclosporin A 
können - unter Beachtung von Nebenwirkungen, Wechselwirkungen mit anderen 
Medikamenten und Kontraindikationen – niedrig dosiert eingesetzt werden [47]. 
 
Analgetika 
Da es sich bei der IC um eine sehr schmerzhafte Erkrankung handelt, ist eine 
adäquate analgetische Therapie obligat. Dabei sollte nach dem WHO-Stufenschema 
vorgegangen werden (siehe Abbildung 4). Ängste der Patienten gegenüber Opioiden 
aufgrund von Nebenwirkungen und Abhängigkeit sind bei richtiger Dosierung 
unberechtigt. Auf die analgetische Wirkung von Antidepressiva kann zusätzlich 






Abbildung 4: WHO-Stufenschema der Schmerztherapie. Es ermöglicht eine schrittweise gezielte 
Eskalation der Schmerztherapie. 
 
Anticholinergika  
Leiden die Patienten unter einer ausgeprägten Drangsymptomatik, können 
Anticholinergika eingesetzt werden. Durch Relaxation des Detrusors wird so eine 
Beschwerdelinderung erreicht. Ziel der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Neuhaus ist die 
Anfertigung eines Rezeptorprofils der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren 
(mAChR) zu diagnostischen Zwecken und zur Ermöglichung einer individuellen 
anticholinergen Therapie des jeweiligen Patienten. Am Universitätsklinikum Leipzig 
erhalten Patienten mit Verdacht auf IC/BPS eine Biopsie der Harnblase (zum 
Malignomausschluss) und anschließend die Bestimmung des Rezeptorprofils. Diese 
Verfahren befinden sich allerdings noch in der Etablierung und stellen keine 
Routinediagnostik dar [3]. Genauere Erläuterungen dazu erfolgen unter Punkt 2. 
 
1.2.6.2 Intravesikale Therapie 
Neben der oralen Therapie gibt es die Möglichkeit der intravesikalen Instillation. Dazu 
wird über einen Harnblasenkatheter das jeweilige Medikament direkt in die Blase 
appliziert, so dass vor Ort wesentlich höhere Wirkstoffkonzentrationen erreicht 
werden als bei oraler Einnahme. Ein weiterer Vorteil ist das Ausbleiben systemischer 





Schmerzen sowie potentielle Infektionsgefahr. Die nachstehend aufgeführten 
Substanzen können zur Instillation verwendet werden. 
 
Pentosanpolysulfat (PPS, Cyst-u-ron®) 
PPS eignet sich auch zur Instillation. Der Wirkmechanismus ist der gleiche wie bei 
oraler Einnahme (GAG-Repair). Die Behandlung sollte mit 300 mg 3x/Woche über 
mindestens drei Monate erfolgen. PPS kann in Kombination mit Heparin verwendet 
werden [42].  
 
Hyaluronsäure (Cystistat®) 
Neben der Wiederherstellung der GAG-Schicht des Urothels hat Hyaluronsäure noch 
andere positive Effekte. Sie zeigt eine antiinflammatorische Wirkung, begünstigt die 
Regeneration von Bindegewebe und ist zudem noch antioxidativ, neutralisiert also 
schädliche Sauerstoffradikale. Im Gegensatz zu PPS muss sie nur einmal 
wöchentlich in einer Dosierung von 40 mg instilliert werden. Bei leichten IC-Formen 
ist ein Therapiezeitraum über vier bis fünf Wochen ausreichend. In fortgeschrittenen 
Stadien sollten zehn bis zwölf Instillationen durchgeführt werden. Die Patienten 
berichten v.a. über den Rückgang von Schmerzen und Harndrang unter der Therapie 
[10]. 
 
Chondroitinsulfat (Gepan Instill®, Uropol®) 
Chondroitinsulfat als sulfatiertes Glykosaminoglykan trägt zur Reparatur des 
Epitheldefektes bei. Die Instillation von 40 ml Gepan Instill® (80 mg) sollte zunächst 




DMSO bewirkt im Gegensatz zu den anderen aufgezählten Substanzen zunächst 
eine teilweise Zerstörung des Urothels. Dadurch wird das intakte Urothel zur 
verstärkten GAG-Produktion anregt, was letztlich zur Regeneration der epithelialen 
Barriere führt. Des Weiteren wirkt DMSO vasodilatierend, antiinflammatorisch und 
analgetisch. Initial erfolgt die Verabreichung von 50 % DMSO/50 ml einmal 





effektiver als Hyaluronsäure oder Chondroitinsulfat ist und als belastende 
Nebenwirkung einen knoblauchartigen Körpergeruch 48 Stunden nach Instillation 
hat, gelangt das Präparat zunehmend in den Hintergrund der IC-Therapie [48]. 
 
Hydrodistension 
Unter Hydrodistension versteht man die gezielte Dehnung der Blase durch Instillation 
von isotonischer Kochsalzlösung. Diese erfolgt über einen Zeitraum von drei bis zehn 
Minuten, wobei ein Druck von 40 cm H2O angestrebt wird. Da das Verfahren sehr 
schmerzhaft ist, wird es entweder in Lokalanästhesie oder wie zu diagnostischen 
Zwecken (siehe 1.2.4) unter Narkose durchgeführt. Nur 25 % der Patienten berichten 
jedoch über eine Verbesserung der Symptomatik [49]. Die Hydrodistension als 
alleinige Therapie kommt kaum noch zur Anwendung. Meist wird sie mit der 
Instillation anderer Wirkstoffe kombiniert. 
 
EMDA- (Electromotive-Drug-Administration) Therapie 
Die EMDA ist eine Kombination aus Instillation, Hydrodistension und Iontophorese 
(aktiver Transport geladener Teilchen unter Anwendung eines schwachen 
Gleichstromes). Dazu wird ein spezieller transurethraler Katheter verwendet. Er 
verfügt über eine zentrale Elektrode, die an einen Impulsgenerator angeschlossen 
wird. Außerdem werden am Bauch des Patienten Hautkontakt-Elektroden 
angebracht. Die Harnblase wird nun mit einem entsprechenden Wirkstoffgemisch 
gefüllt. Häufig verwendet wird Lidocain (ein Lokalanästhetikum) in Kombination mit 
Dexamethason, PPS und/oder Hyaluronsäure. Anschließend wird ein Strom 
angelegt, der dafür sorgt, dass die polarisierten Wirkstoffe entlang des elektrischen 
Feldes in die tiefen subepithelialen Schichten gelangen. Dadurch wird eine höhere 
örtliche Konzentration und bessere Wirkung der Arzneistoffe im erkrankten 
Blasengewebe erreicht. Zur Vorbereitung müssen die Patienten neben einer 
Flüssigkeitsrestriktion eine kochsalzarme Diät einhalten und etwa eine Stunde vor 
Therapiebeginn ein Vasopressinanalogon einnehmen. Großer Vorteil der EMDA 
gegenüber den anderen Instillationstherapien ist, dass bereits zwei bis drei 
Instillationen bei 70 % der Patienten einen zufriedenstellenden Therapieeffekt 
erzielen [10]. In den Kategorien Schmerzen, Harndrang, Nykturie und Lebensqualität 





Verbesserungen an [42]. Komplikationen und Nebenwirkungen sind selten. Schlanke 
Patienten berichten oft über ein Muskelzucken der Bauchmuskulatur. Kurzzeitig ist 
auch eine Verschlechterung der IC-Symptomatik möglich. Weitere Nebenwirkungen, 
über die aufgeklärt werden muss, sind sehr selten auftretende Verbrennungen, 
Makrohämaturie, Harnverhalt oder Harnwegsinfekte. Insgesamt erweist sich die 
EMDA aber als sehr wirksame Therapie, die auch in fortgeschrittenen IC-Stadien 
angewandt werden kann. 
 
1.2.6.3 Operative Therapie 
Bei fehlendem Ansprechen auf konservative Therapieverfahren können 
verschiedene operative Methoden in Betracht gezogen werden. 
 
Botulinumtoxin-A (Botox®) 
Botulinumtoxin ist ein Stoffwechselprodukt des Bakteriums Clostridium botulinum. Es 
hemmt an der motorischen Endplatte die Ausschüttung des Neurotransmitters 
Acetylcholin in den synaptischen Spalt und damit die Erregungsübertragung von der 
Nervenfaser auf die quergestreifte Muskelzelle. Wird Botox® (100 IE) in den 
glattmuskulären Detrusor der Harnblase injiziert, führt dies durch Hemmung der 
neuromuskulären Übertragung zur Unterbindung reaktiver Detrusorkontraktionen. 
Der genaue Wirkmechanismus in Detrusorzellen ist allerdings noch nicht geklärt. 
Neben dem efferenten System des Detrusors beeinflusst Botox® auch die afferente 
Informationsweiterleitung von der Harnblase zum zentralen Nervensystem [50]. 
Beispielweise verhindert Botox® die Freisetzung von Calcitonin-Gene-Related-
Peptide (CGRP) und Substance P. Durch Verminderung von Gefäßpermeabilität, 
geringerer Chemotaxis von Leukozyten und reduzierter Sensibilisierung 
schmerzleitender Nervenfasern resultieren so Schmerzlinderung und 
Entzündungshemmung [51]. Darüber hinaus zeigen Untersuchungen, dass durch 
Botulinumtoxin-Injektion in die Harnblase postsynaptisch weniger M2-, M3- und 
purinerge Rezeptoren (P2X2, P2X3) im Detrusor exprimiert werden, wodurch sich 
eine Abschwächung der Blasenkontraktilität nach Botox®-Injektion erklären ließe 
[52]. Weitere Effekte bestehen in der Reduktion der NGF-Produktion, 
Cyclooxygenase-2- und TRPV1-Expression [53, 54]. Damit greift Botox® regulierend 









Liegt eine ulzeröse Form der IC vor, kann eine operative Koagulation der Hunner-
Läsionen durchgeführt werden. Mittels Lasertechnik werden die betroffenen Areale 
vollständig destruiert, in der Annahme, dass anschließend eine verstärkte 
Urothelproliferation einsetzt. Als minimalinvasives Verfahren ist die Koagulation 
schonender als eine chirurgische Resektion der ulzerierten Gewebeabschnitte. Laut 
einer kanadischen Studie erfuhren 76 % der IC-Patienten, bei denen eine Fulguration 
durchgeführte wurde, eine Verbesserung ihrer Symptomatik [56]. 
 
Sakrale Neuromodulation (SNM) 
Die SNM ist ein Verfahren, bei dem die sakralen Spinalnerven durch schwache 
elektrische Impulse stimuliert werden. Hauptanwendungsgebiete sind 
Stuhlinkontinenz und Blasenentleerungsstörungen, aber auch andere 
Funktionsstörungen und chronische Schmerzzustände im Beckenbodenbereich. 
Deshalb kann die SNM auch in der Therapie der IC/BPS zur Anwendung kommen. 
Dazu wird ein Impulsgenerator (InterStim®) mit zwei Elektroden am S3-Foramen des 
Os sacrum implantiert. Durch elektrische Stimulation vegetativer Nervenplexus 
werden sensorische Detrusorreize vermindert, was zu einer Verbesserung von 
Schmerzen, Pollakisurie, Nykturie und damit Steigerung der Lebensqualität führt [57, 
58]. Vor einer dauerhaften Implantation des Generators unter der Haut erhalten die 
Patienten zunächst Testelektroden und einen externen Generator. Zeichnet sich 
nach einer Testphase von mehreren Tagen ein Therapieerfolg ab, so kann die 
endgültige Implantation der bilateralen Elektroden am Os sacrum und des 
Generators unter der Haut oberhalb des Gesäßes erfolgen. Die SNM ist zwar invasiv, 






Ultima Ratio der IC-Therapie besteht in der operativen Entfernung der Harnblase. 
Hierbei wird zwischen der trigonumerhaltenden (supratrigonalen) und der radikalen 
(subtrigonalen) Zystektomie unterschieden. Bei der supratrigonalen Zystektomie wird 
nur das Trigonum vesicae (siehe Abbildung 1) mit den Ureterenmündungen 
belassen. Das restliche Blasengewebe wird entfernt und aus Ileum, Colon oder 
Coecum eine Ersatzblase geformt. Dies ist zwar die am häufigsten angewandte 
Methode [59], durch Belassen des Trigonums bleibt aber eine potentielle 
Schmerzquelle bestehen, da die IC alle Bereiche der Harnblase betreffen kann. 
Trotzdem gibt es Studien, die eine signifikante Symptomreduktion und subjektive 
Zustandsverbesserung der Patienten zeigen, so dass die bezüglich postoperativer 
Inkontinenz und Restharnbildung risikoärmere trigonumerhaltende Zystektomie 
durchaus in Betracht gezogen werden sollte [60–62]. Allerdings hat eine Studie 
gezeigt, dass bei Vorliegen einer nicht-ulzerösen Form der IC die supratrigonale 
Zystektomie nicht die gewünschten Ergebnisse erzielt [63]. Hier sollte auf eine 
radikale Zystektomie zurückgegriffen werden.  
Die Zystektomie stellt insgesamt zwar ein sehr invasives und komplikationsreiches 
Verfahren dar, liefert aber die besten Langzeitergebnisse hinsichtlich Reduktion von 
Schmerzen und Drangsymptomatik. Bei Patienten mit starken Beschwerden und 
fehlendem Ansprechen auf konservative Therapien sollte deshalb frühzeitig an eine 
Zystektomie gedacht werden. Welches Verfahren und welche Form der 
Harnableitung letztlich eingesetzt werden (kontinent oder inkontinent), ist mit jedem 
Patient individuell zu besprechen, um den Leidensweg nicht unnötig zu verlängern 
[40]. 
 
1.2.6.4 Weitere Therapieverfahren 
Hyperbare Oxygenierung 
Die hyperbare Oxygenierung zielt auf eine Erhöhung des Sauerstoffpartialdruckes in 
Blut und Gewebe mit Verbesserung der Blasenperfusion ab, um der Hypoxie der 
suburothelialen Gewebeschichten entgegenzuwirken (siehe 1.2.3). Dazu müssen die 
Patienten in einer Druckkammer mit einem Umgebungsdruck von 2,4 bar über eine 
dichtsitzende Maske 100 % Sauerstoff einatmen (90 Minuten lang, fünf bis sieben 





86 % der Patienten (n=57) mit radiogen-induzierter hämorrhagischer Zystitis 
Beckenschmerzen, Harndrang und Hämaturie [64], so dass van Ophoven et al. das 
Verfahren in einer doppelt verblindeten, randomisierten Studie auf Patienten mit IC 
übertrugen. Mit einer Ansprechrate von nur 21 % erzielte die hyperbare 
Oxygenierung jedoch keine signifikante Symptomreduktion bei IC-Patienten [65] und 
stellt somit nur eine untergeordnete Therapieform dar, zumal in der Regel keine 
Kostenübernahme durch die Krankenkassen erfolgt. Untersuchungen zu 
Langzeitergebnissen der hyperbaren Oxygenierung und ihrem möglichen Einfluss 
auf die Regeneration der epithelialen Barriere fehlen allerdings noch [66]. 
 
Vanilloid-Rezeptor-Antagonisten 
Der Vanilloid-Rezeptor (TRPV1) als Ionen-Kanal spielt eine wichtige Rolle bei 
Schmerzentstehung und –weiterleitung im Rahmen der IC/BPS (siehe 1.2.3). Seine 
Blockade mittels Vanilloid-Rezeptor-Antagonisten könnte daher eine mögliche 
Therapie darstellen [10]. Solche Medikamente befinden sich allerdings noch in 
Entwicklung und haben bisher keinen Einzug in die Standardtherapie der IC 
gefunden. Der Vollständigkeit halber wird dieser Therapieansatz hier aber erwähnt. 
 
Infektionsprophylaxe 
Die defekte epitheliale Barriere bei Vorliegen einer IC bildet eine günstige 
Eintrittspforte für Bakterien. Preiselbeersaft, Vitamin C, Kapuzinerkresse u.v.m. 
können eingenommen werden, um einer Infektion vorzubeugen. IC-Patienten mit 
häufig auftretenden bakteriellen Harnwegsinfektionen kann auch eine antibiotische 
Langzeitprophylaxe (z.B. Nifurantin) verabreicht werden [40]. 
 
Diät 
Da über den Urin verschiedene Stoffwechselprodukte ausgeschieden werden, ist 
eine Veränderung der Ernährungsweise empfehlenswert. Saure, scharfe, kalium- und 
tyrosinhaltige, sowie Tabak- und Röstprodukte sollten nur in geringen Mengen 
verzehrt werden. Die Aufnahme großer Flüssigkeitsmengen fördert die 
Konzentrationssenkung von Kalium und Tyrosinmetaboliten im Urin und kann somit 







In der IC-Therapie sollte stets ein multimodaler und ganzheitlicher Therapieansatz 
verfolgt werden. Neben der Schulmedizin können deshalb auch 
alternativmedizinische Methoden (Akupunktur, Massagen, Fangopackungen, 
Heilkräuter, Homöopathie) oder Verfahren der traditionellen chinesischen Medizin 





1.3 Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren  
1.3.1 Struktur und Signaltransduktion 
Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren (mAChR) gehören zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Sie sind über sieben Transmembrandomänen in 
der Zellmembran verankert [67]. Während sie auf der extrazellulären N-terminalen 
Seite eine Bindungsstelle für ihren Liganden (z.B. Acetylcholin) besitzen, erfolgt 
intrazellulär am C-terminalen Ende die Kopplung an ein heterotrimeres G-Protein, 
welches die weitere Signaltransduktion vermittelt. 
Es werden fünf verschiedene Subtypen der mAChR (M1-M5) unterschieden. Ihre 
Signaltransduktionskaskaden sind schematisch in Abbildung 5 dargestellt und 
werden im Folgenden erläutert. 
M1, M3 und M5 aktivieren durch Kopplung an ein G-Protein der Gq-Familie die 
Phospholipase C, welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu 
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) hydrolysiert. IP3 als Second 
Messenger stimuliert die Freisetzung von Kalzium aus intrazellulären Speichern 
(Sarkoplasmatisches Retikulum) und DAG aktiviert Kalziumkanäle [68]. Die damit 
verbundene Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration bewirkt die 
Aktivierung von Calmodulin, welches die Myosin-Leichtketten-Kinase stimuliert und 
somit durch Phosphorylierung von Myosin zur Muskelkontraktion führt. Des Weiteren 
aktiviert Kalzium die Proteinkinase C (PKC), die zahlreiche zelluläre Prozesse (z.B. 
Zellteilung und Proliferation) kontrolliert. Zusätzlich bewirkt die PKC eine 
Herunterregulation der Myosin-Leichtketten-Phosphatase welche Myosin 
dephosphoryliert, woraus ebenfalls eine verstärkte Muskelkontraktion resultiert [69]. 
M2 und M4 dagegen binden an die α-Untereinheit der Gi-Familie. Dadurch wird die 
Adenylatcyclase inhibiert, die die Spaltung von ATP zu cAMP katalysiert. Folglich 
sinkt der intrazelluläre cAMP-Spiegel, was z.B. cAMP-abhängige 
relaxationsvermittelnde Adrenozeptoren in ihrer Funktion beeinträchtigt [70]. 
Außerdem wird die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) inhibiert. Da nun die 
stimulierende Wirkung der PKA auf die Myosin-Leichtketten-Phosphatase ausbleibt, 
wird weniger Myosin dephosphoryliert, so dass auch die Signaltransduktion von M2 







Abbildung 5: Schema der Signaltransduktion der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M1-M5. 
Durch ihren Ligand ACh werden M1-M5 stimuliert. M2 und M4 bewirken über Kopplung an die 
α-Untereinheit von Proteinen der Gi-Familie eine Hemmung der AC, was zu einer verminderten cAMP-
Produktion mit Inhibierung der cAMP-abhängigen PKA und MLCP führt. Die Dephosphorylierung von 
Myosin bleibt aus und resultiert in einer verstärkten Muskelkontraktion. M1, M3 und M5 koppeln an die 
α-Untereinheit von Proteinen der Gq-Familie mit Aktivierung der PLC, die Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat zu IP3 und DAG spaltet. IP3 setzt Ca2+ aus dem SR frei und DAG führt über die Öffnung 
von Kalziumkanälen zum Kalziumeinstrom. Die Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration 
aktiviert einerseits CaM und die MLCK und andererseits die PKC, welche Zellteilung und Proliferation 
kontrolliert und die MLCP hemmt. Somit wird Myosin verstärkt phosphoryliert und seine 
Dephosphorylierung inhibiert. Muskelkontraktion ist die Folge. AC=Adenylatcyclase, 
ACh=Acetylcholin, ATP=Adenosintriphosphat, Ca2+=Kalzium, CaM=Calmodulin, cAMP=zyklisches 
Adenosinmonophosphat, DAG=Diacylglycerol, IP3=Inositoltrisphosphat, MLCK=Myosin-Leichtketten-
Kinase, MLCP=Myosin-Leichtketten-Phosphatase, PKA=Proteinkinase A, PKC=Proteinkinase C, 
PLC=Phospholipase C, SR=Sarkoplasmatisches Retikulum. Verändert nach [71]. 
 
1.3.2 Vorkommen 
Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren sind an der Regulation verschiedenster 
Prozesse beteiligt. Während M1, M4 und M5 v.a. im Zentralnervensystem 
vorkommen und eine wichtige Rolle bei kognitiven und Verhaltensprozessen spielen, 
wird M2 überwiegend am Herzen (negativ dromotope, chronotrope und inotrope 
Wirkung) und M3 in glatter Muskulatur, Drüsen und anderen parasympathisch 
innervierten peripheren Geweben exprimiert [72]. Parkinson, Alzheimer, obstruktive 
Lungenerkrankungen oder bradykarde Herzerkrankungen resultieren u.a. aus einer 






1.3.3 Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren in der Harnblase 
In der Harnblase werden alle fünf Subtypen muskarinerger Acetylcholinrezeptoren 
M1-M5 exprimiert (siehe Abbildung 6) [76]. 
Je nach Lokalisation wird ihnen dabei eine unterschiedliche Funktion zugeschrieben: 
Die Signaltransduktion der mAChR führt im Urothel zur Freisetzung von 
Neurotransmittern, die die Detrusorkontraktion inhibieren. An den sympathischen und 
parasympathischen Nervenendigungen beeinflussen mAChR die 
Neurotransmitterfreisetzung und im Detrusor vermitteln sie dessen Kontraktion [77]. 
 
 
Abbildung 6: Schema der Verteilung der mAChR in der Harnblase. Im Urothel werden alle fünf 
Subtypen M1-M5 exprimiert. Durch Dehnung der Urothelzellen setzen diese ACh frei. Dadurch werden 
weitere urotheliale Transmitterstoffe ausgeschüttet (ATP, UDIF, NO), die afferente und efferente 
Nervenfasern der Lamina propria stimulieren. An den präsynaptischen Nervenendigungen resultiert 
die Stimulation von M1 in einer verstärkten ACh-Sekretion (durch + gekennzeichnet), die Aktivierung 
von M4 wirkt inhibitorisch (durch - gekennzeichnet) auf die ACh-Ausschüttung. Im Detrusor zeigt sich 
eine Verteilung von M2>M3>M1. ACh aus efferenten Nervenfasern führt zur 
Kontraktion des Detrusors. mAChR=muskarinerge Acetylcholinrezeptoren, ACh=Acetylcholin, 
ATP=Adenosintriphosphat, UDIF=urothelium-derived inhibitory factor, NO=Stickstoffmonoxid. 
Verändert nach [71]. 
 
Für das Urothel zeigt sich ein bestimmtes Expressionsmuster der mAChR: M1 ist 
überwiegend in den Basalzellen lokalisiert, M2 in den Deckzellen, M3 und M4 weisen 
eine homogene Verteilung über das gesamte Urothel auf und das Vorkommen von 





Blasenfüllung gedehnt, kommt es zur Freisetzung von ATP, welches die 
suburothelialen afferenten Nervenfasern via Purinrezeptoren beeinflusst [79–81]. 
Des Weiteren werden ein urothelium-derived inhibitory factor (UDIF) und 
Stickstoffmonoxid (NO) sezerniert, welche die Relaxation des Detrusors beeinflussen 
können [2, 82]. NO aktiviert die lösliche Guanylatzyklase, was zur Produktion von 
cGMP und über fortlaufende Signalkaskaden zur Detrusorrelaxation führt [83]. 
In den Myofibroblasten der Harnblase (interstitielle Zellen) finden sich v.a. M2- und 
M3-Rezeptoren [67].  
An den präsynaptischen Nervenendigungen dagegen werden M1-, M2- und M4-
Rezeptoren exprimiert. Während die Stimulation von M1 in einer verstärkten ACh-
Sekretion resultiert, wirkt die Aktivierung von M2 und M4 inhibitorisch auf die ACh-
Ausschüttung (siehe Abbildung 6) [77].  
Im Detrusor überwiegt unter physiologischen Bedingungen mit einer Expressionsrate 
von etwa 70% der M2-Rezeptor, gefolgt von M3 (20 %) und M1 (10 %) [84].  
Bedeutend für die Harnblasenkontraktion und damit von Interesse für die Entstehung 
von IC/BPS oder des Overactive Bladder-Syndroms (OAB) sind M2 und M3. Obwohl 
in der gesunden Harnblase der M2-Rezeptor dominiert, erfolgt die 
Detrusorkontraktion überwiegend M3-vermittelt [67]. Der wichtigste Neurotransmitter 
ist dabei ACh aus efferenten parasympathischen Nervenfasern. Wie oben 
beschrieben, koppelt M3 an ein Gαq-Protein, wodurch über die Phospholipase C und 
IP3 als Second Messenger Kalzium mobilisiert und die Myosin-Leichtketten-Kinase 
aktiviert wird. Dadurch werden direkt Kontraktion und Entleerung der Harnblase 
eingeleitet. M2 kommt dagegen nur eine indirekte Rolle bei der physiologischen 
Blasenentleerung zu. Durch Hemmung der Adenylatcyclase über Gαi sinkt der 
intrazelluläre cAMP-Spiegel, was einer β-Adrenozeptor-vermittelten Relaxation der 
Blase entgegenwirkt [67]. Es gibt aber Hinweise, dass unter bestimmten Umständen 
auch M2 die Kontraktionsfunktion übernehmen kann. So zeigten Untersuchungen an 
M3-Knock-Out-Mäusen einen Kontraktionsverlust mit vermehrter Blasendistension, 
eine geringe Restkontraktiliät vermittelt über M2 blieb jedoch bestehen. Mäuse mit 
Knock-Out von sowohl M2 als auch M3 dagegen verloren jegliche 
Kontraktionsfähigkeit [85]. Ratten mit Rückenmarksverletzungen und hypertrophierter 
Blase zeigten ebenfalls eine Verschiebung der mAChR von M3 zu M2 [86]. Pontari et 





Patienten mit neurogener Blasenfunktionsstörung nach Rückenmarksschädigung 
bzw. angeborener Myelomeningozele nachweisen. Es gibt also Evidenz, dass sowohl 
M2 als auch M3 an der Harnblasenkontraktion beteiligt sind und unter 
pathologischen Bedingungen eine Verschiebung Richtung M2-vermittelter 
Kontraktilität erfolgt [29]. Basierend auf dieser Grundlage galt es, die 
Expressionsmuster von M2 und M3 im Rahmen der IC/BPS genauer zu untersuchen. 
Auch hier bestätigte sich eine vermehrte M2-Expression [3]. Das genaue 
Zusammenspiel beider Rezeptoren, sowie ihre intrazelluläre Verstoffwechselung 






Unter Rezeptor-Trafficking versteht man die Aufnahme von Rezeptoren in die Zelle, 
ihre anschließende Degradation in späten Endosomen und Lysosomen oder aber 
auch ihr Recycling zurück zur Zelloberfläche. Das Zusammenspiel aus Endozytose 
und Recycling stellt dabei einen dynamischen Prozess dar, der für die zelluläre 
Homöostase, Membranzusammensetzung, interzelluläre Kommunikation, 
Nährstoffaufnahme, Regulation der Signaltransduktion u.v.m. unverzichtbar ist [87]. 
Die einzelnen Mechanismen werden im Folgenden genauer betrachtet. 
 
1.4.1 Clathrin-vermittelte Endozytose (CME) 
Die Clathrin-vermittelte Endozytose stellt die am häufigsten auftretende und am 
besten verstandene Form der Endozytose dar. Auch die muskarinergen 
Acetylcholinrezeptoren M1, M3 und M4 werden via CME endozytiert [88–91]. Werden 
die Rezeptoren durch ihre Liganden aktiviert, so erfolgt eine Konformationsänderung 
und Bindung von β-Arrestin. Letzteres kann über einen Adaptorkomlex (AP-2) mit 
dem in der Plasmamembran befindlichen dreiarmigen Mantelprotein Clathrin 
interagieren, so dass die Rezeptoren in clathrin-coated pits verpackt werden. 
Darunter versteht man Einstülpungen der Zellmembran, die anschließend vollständig 
von einem polygonalen Gerüst aus Clathrin ummantelt werden. Durch die GTPase 
Dynamin erfolgt letztlich die Abschnürung der pits von der Zellmembran, so dass 
Clathrin-ummantelte Vesikel (CCV) entstehen [88, 92]. CCV können entlang des 
Zytoskelettes transportiert, mit Endosomen fusioniert oder recycelt werden.  
Der Mechanismus der CME ermöglicht auf diese Art und Weise eine schnelle 
Herunterregulation aktivierter Muskarinrezeptoren [92]. 
 
1.4.2 Clathrin-unabhängige Endozytose 
Neben der Clathrin-vermittelten Endozytose gibt es noch weitere Mechanismen der 
Internalisierung. Hierzu zählen z.B. Phagozytose (nur Säugetiere), Makropinozytose 
oder Caveolae-vermittelte Endozytose [92]. Caveolae sind kleine flache 
Einstülpungen der Zellmembran, für deren Abschnürung Dynamin erforderlich ist. Sie 
weisen eine besondere Protein- und Lipidzusammensetzung mit einem hohen Anteil 





Caveolae sind Caveoline. Caveolae spielen eine Rolle bei Endozytose, Exozytose, 
intrazellulärem Stofftransport und auch Signaltransduktion [93]. 
Bezüglich der Internalisierung des M2-Rezeptors ist die Literatur kontrovers. 
Mehreren Untersuchungen nach erfolgt seine Endozytose auf atypische Weise 
Clathrin- und Caveolin-unabhängig [88, 89, 94–97]. Vereinzelte Arbeiten zeigen 
jedoch eine Caveolin-abhängige Internalisierung von M2 [98, 99]. Der genaue 
Mechanismus der M2-Internalisierung scheint sehr komplex und ist noch nicht 
verstanden. Eine Agonist-abhängige Phosphorylierung des M2-Rezeptors [95] sowie 
der Einfluss verschiedener Dynamin-Isoformen werden diskutiert [94]. 
 
1.4.3 Endosomaler Transport 
In die Zelle aufgenommene Moleküle müssen sortiert, markiert und entsprechend 
ihrer Bestimmung transportiert werden. Dabei werden drei große Routen 
unterschieden (siehe Abbildung 7). Entweder erfolgt die Degradation der 
endozytierten Substanzen bis hin zum lysosomalen Abbau, ihr Recycling zurück zur 
Membranoberfläche oder ihre Abgabe in den extrazellulären Raum auf der 
gegenüberliegenden Zellseite (Transzytose). Diese dynamischen Trafficking-
Prozesse erfolgen mittels eines komplexen Systems aus Endosomen 
(membranumhüllte Organellen). Es gibt frühe und späte endosomale Kompartimente, 
die sich in ihrer Struktur, Funktion und pH-Wert unterscheiden. Sorting-Endosomen 
zusammen mit dem endozytotischen Recycling-Kompartiment (ERC) gehören zum 
frühen endosomalen Kompartiment, späte Endosomen und Lysosomen dagegen 
bilden das späte endosomale Kompartiment [100]. 
Nach Aufnahme der CCV in die Zelle wird ihre Clathrinhülle abgespalten. Die 
dadurch entstehenden Endosomen fusionieren mit den bereits existierenden Sorting-
Endosomen. In den nun beladenen Sorting-Endosomen erfolgt durch Senkung des 
pH-Wertes die Dissoziation der internalisierten Rezeptoren von ihren Liganden. 
Rezeptoren, die recycelt werden sollen, sammeln sich an tubulären Strukturen, die 
abgespalten und in das endozytotische Recycling-Kompartiment überführt werden. 
Von hier aus gelangen die Rezeptoren zurück zur Zelloberfläche, wo sie der 
Signaltransduktion wieder zur Verfügung stehen und erneut internalisiert werden 
können. Die Sorting-Endosomen, die keine für das Recycling bestimmten 





Senkung und Aktivierung saurer Hydrolasen) eine Reifung zu späten Endosomen 
[101]. Diese fusionieren mit primären Lysosomen. Dadurch entstehen sekundäre 
Lysosomen, in deren saurem Milieu hydrolytische Enzyme (Lipasen, Nukleasen, 
Proteasen) für die Degradation und den intrazellulären Verdau der zuvor 
internalisierten Substanzen sorgen (siehe Abbildung 7). 
 
1.4.4 Rab-Proteine 
Das unter 1.4.3 beschriebene Trafficking wird maßgeblich durch sogenannte Rab-
Proteine reguliert. Sie gehören zur Familie der kleinen GTPasen und können in einer 
inaktiven GDP- oder aktiven GTP-gebundenen Form vorliegen. Durch den Switch 
zwischen diesen beiden Konformationszuständen werden Effektormoleküle aktiviert, 
die Mechanismen wie Vesikelbildung, Andocken der Vesikel an ihre Targets oder 
Fusion der Membranen auslösen. Diese regulatorischen Funktionen bleiben dabei 
stets auf die Membrankompartimente beschränkt, an denen die entsprechen Rab-
Proteine lokalisiert sind [102]. Während die Rab-Moleküle hauptsächlich für die 
Zielbestimmung, den Transport und das Andocken der endozytotischen Vesikel 
verantwortlich sind, erfolgt die Fusion der einzelnen membranösen Strukturen über 
SNARE-Komplexe (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor). 
Dabei besteht aber eine enge Wechselwirkung zwischen Rab-Effektor-Proteinen und 
SNARE-Komplexen [102].  
Rab-Proteine sind hoch spezifisch für die einzelnen endosomalen Kompartimente 
und damit gut zum Nachweis dieser Strukturen geeignet. So sind beispielsweise 
Rab4 und Rab5 an den Sorting-Endosomen des frühen Kompartiments lokalisiert, 
Rab11 am endozytotischen Recycling-Kompartiment und Rab7 an den späten 
Endosomen/Lysosomen [102–104]. Im Rahmen dieser Arbeit sind besonders Rab7 
und Rab11 von Interesse, um zwischen endo-/lysosomalem Abbau und Recycling 






Abbildung 7: Intrazelluläres Trafficking muskarinerger Acetylcholinrezeptoren. Nach ihrer Endozytose 
über Clathrin-ummantelte-Vesikel (CCV) gelangen die Rezeptoren zunächst in die frühen Endosomen. 
Von hier werden sie zum Abbau in die späten Endosomen/Lysosomen transportiert oder zurück zur 
Membranoberfläche recycelt. Die Endozytose kann Clathrin-vermittelt erfolgen. Rab5 ist ein 
Markerprotein der frühen Endosomen, Rab7 der späten Endosomen, Lamp1 der Lysosomen und 
Rab11 der Recycling-Endosomen [105]. 
 




2 Zielstellung der Arbeit 
 
IC/BPS ist eine chronische Erkrankung der Harnblase und stellt ein sehr heterogenes 
Krankheitsbild multifaktorieller Genese dar. Harte Kriterien und pathognomonische 
Diagnosemarker fehlen bisher. Die Patienten müssen sich stattdessen einer 
langwierigen Diagnostik unterziehen, bis letztlich meist durch Ausschlussverfahren 
die korrekte Diagnose der IC/BPS gestellt wird. Weiterhin ist eine kausale Therapie 
aufgrund unvollständig geklärter Pathogenesemechanismen bisher nicht möglich, 
eine symptomatische Behandlung steht zurzeit im Vordergrund. 
Auf der Suche nach einer möglichen Ätiologie stellte die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. 
Neuhaus veränderte Expressionsmuster muskarinerger, histaminerger und 
purinerger Rezeptoren in Detrusormyozyten von IC-Gewebe fest. M2-, P2X1-, P2X2- 
und H1-Rezeptoren zeigten dabei eine signifikant erhöhte Immunoreaktivität 
gegenüber dem Kontrollgewebe, M3-, P2X3- und H2-Rezeptoren dagegen nicht. Um 
diese Beobachtungen für diagnostische Zwecke nutzen zu können, wurde ein Score 
entwickelt, der anhand der veränderten Rezeptor-Immunoreaktivität IC/BPS-
Patienten von Kontrollpatienten unterscheiden soll. Weitere Untersuchungen 
ergaben, dass keine signifikante Korrelation zwischen der Rezeptor-Protein- und 
Gen-Expression besteht [3]. Eine mögliche Erklärung dafür liefern posttranslationale 
Mechanismen, z.B. in Form von verändertem Rezeptor-Trafficking. Es bezeichnet die 
Internalisierung von Rezeptorproteinen, den Transport zwischen und innerhalb 
verschiedener Zellorganellen oder auch das Recycling von Proteinen zurück an die 
Zelloberfläche. 
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll das Trafficking der muskarinergen 
Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 in Detrusormyozyten von IC-Gewebe untersucht 
werden. Da größtenteils nur Methoden zur Verfügung stehen, die Analysen zum 
Rezeptor-Trafficking in der Zellkultur erlauben, soll in dieser Arbeit die Verwendung 
des Proximity Ligation Assays (PLA) mit kombinierter konfokaler Laser Scanning 
Mikroskopie (PLA/CLSM) evaluiert werden, wodurch Untersuchungen des Rezeptor-
Traffickings in situ in paraffinierten Gewebe möglich sind. Weiterhin können die 
neuen Erkenntnisse bezüglich der posttranslationalen Veränderungen im M2- und 
M3-Rezeptor-Trafficking dazu beitragen, Ätiologie und Pathogenese der IC/BPS 
besser zu verstehen. 




3 Material und Methoden 
3.1 Patientengewebe 
Alle Untersuchungen im Rahmen der Studie erfüllen die Kriterien der Deklaration von 
Helsinki und wurden von der Ethikkommission der Universität Leipzig genehmigt 
(#036-2007). 
Für die immunhistologischen Untersuchungen wurden weibliche Harnblasenbiopsien 
von Patientinnen (n=7) mit IC-Verdacht verwendet (siehe Tabelle 2). Diese wurden 
unter Durchführung einer Zystoskopie im Rahmen der IC/BPS-Diagnostik gewonnen. 
Das durchschnittliche Alter der Patientinnen betrug dabei 62,86 ± 8,64 Jahre. Als 
Kontrollgewebe dienten Zystektomiepräparate (n=7) von Frauen (67,86 ± 7,90 
Jahre), die an einem Harnblasenkarzinom (n=5) oder einem Plattenepithelkarzinom 
der Cervix uteri (n=2) litten (siehe Tabelle 2). Dabei wurde darauf geachtet, dass das 
für die Kontrollen verwendete Gewebe stets tumorfrei und nicht alteriert war. In 
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (formalin-fixed paraffin embedded bladder 
sections, FFPE), erfolgte die Aufarbeitung des Patientenmaterials an einem Mikrotom 
(pfm Rotary 3006 EM; pfm medical; Köln; Deutschland) in 7 µm dünne Schnitte, die 
auf Objektträger (Superfrost Plus; Thermo Fisher Scientific; Dreieich; Deutschland) 
aufgezogen wurden. Nach Trocknung der Paraffinschnitte über Nacht bei 37°C 
konnten die im Folgenden erläuterten immunhistologischen Verfahren durchgeführt 
werden. 




Lab-ID Geschlecht Alter (Jahre) Diagnose
PLA-Etablierung
338 weiblich 32 Z.n. Chlamydia-Infektion
438 männlich 73 IC/BPS
450 weiblich 70 IC/BPS
482 weiblich 50 chronische Zystitis
818 weiblich 66 IC/BPS
IC/BPS-Gewebe für PLA-Experimente
400 weiblich 75 IC/BPS
402 weiblich 64 IC/BPS
453 weiblich 70 IC/BPS
456 weiblich 57 IC/BPS
488 weiblich 51 IC/BPS
500 weiblich 70 IC/BPS
502 weiblich 53 IC/BPS
Kontrollgewebe für PLA-Experimente
3/04 weiblich 75 Harnblasenkarzinom
28/05 weiblich 73 Harnblasenkarzinom
29/05 weiblich 76 Harnblasenkarzinom
35/05 weiblich 71 Harnblasenkarzinom
36/05 weiblich 67 Harnblasenkarzinom
86/06 weiblich 60 Zervixkarzinom
296/09 weiblich 53 Zervixkarzinom  
Tabelle 2: Patientenmaterial. 
 
3.2 Immunfluoreszenz  
Die Immunfluoreszenz (IF) ist ein Verfahren zur Sichtbarmachung bestimmter 
Gewebeeigenschaften. Es basiert auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion zwischen im 
Gewebe exprimierten Antigenen und einem von außen zugeführten, gegen das 
entsprechende Antigen gerichteten Antikörper. Durch Kopplung der Antikörper mit 
einem Fluorochrom entsteht ein optisches Signal, welches mittels eines 
Fluoreszenzmikroskopes sichtbar gemacht werden kann. Man unterscheidet zwei 
grundsätzliche Prinzipien: Bei der direkten IF ist der gegen ein Epitop gerichtete 
Antikörper direkt mit einem Farbstoff gekoppelt. Bei der indirekten IF (im Rahmen 
dieser Arbeit verwendet) wird das Gewebe zunächst mit einem Primärantikörper 
gegen das gewünschte Antigen versetzt. Anschließend wird ein Farbstoff-
gekoppelter sekundärer Antikörper (gerichtet gegen die Spezies des 
Primärantikörpers) hinzugegeben, der an die Fc-Region des Primärantikörpers dockt. 




Da mehrere sekundäre Antikörper an den Primärantikörper binden können, entsteht 
eine Signalverstärkung. Ein weiterer Vorteil der indirekten IF besteht darin, dass 
mehrere Antigene gleichzeitig mit nur einem sekundären Antikörper detektiert werden 
können (vorausgesetzt die Primärantikörper gehören der selben Spezies an) [106, 
107]. 
 
3.2.1 Etablierung der für PLA benötigten Antikörper mittels IF 
Der Großteil der Experimente dieser Arbeit basiert auf dem Prinzip des unter 3.3 
beschriebenen Proximity Ligation Assays (PLA). Da hierfür immer eine Kombination 
aus zwei primären Antikörpern notwendig ist, mussten diese zunächst mittels IF 
etabliert werden. Für die M3-Antikörper der Spezies Kaninchen (Rabbit; M3-Rb) und 
Ziege (Goat; M3-Gt), für den M2-Antikörper der Spezies Kaninchen (Rabbit; M2-Rb) 
sowie für die Traffickingmarker Clathrin, Rab7 und Rab11 (siehe Tabelle 3) erfolgte 
bereits die notwendige Etablierung innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Neuhaus [108]. Für die Etablierung des M2-Maus-Antikörpers (Mouse; M2-Ms) 
dagegen stand die Immunfluoreszenz an FFPE-Gewebeschnitten noch aus.  
Folgende Arbeitsschritte wurden dazu durchgeführt: Das FFPE-Gewebe musste 
zunächst mittels einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert werden. Die 
Objektträger wurden dafür jeweils zehn Minuten in angegebener Reihenfolge in 
Küvetten mit folgenden Lösungen versetzt: Xylol – Xylol – absoluter Ethanol – 
absoluter Ethanol – 96 %iger Ethanol – 70 %iger Ethanol. Anschließend erfolgte eine 
Spülung der Objektträger mit destilliertem Wasser (drei Minuten). Zur besseren 
Antigendemaskierung erhielten die Gewebeschnitte als nächstes eine 
Hitzevorbehandlung durch Inkubation in wassergesättigter Atmosphäre (Dampfgarer 
Typ 3216; Braun; Kronberg im Taunus; Deutschland) bei 100°C für 35 Minuten 
(Objektträger in Plastikküvette mit Target Retrieval Puffer (HIER T-EDTA Buffer; 
pH 9,0; Zytomed; Berlin; Deutschland)). Nach 20-minütiger Abkühlung der 
Objektträger bei Raumtemperatur wurde der Kochpuffer für zehn Minuten durch PBS 
(Phosphate Buffered Saline; 8,0 g/L NaCl; 1,56 g/L Na2HPO4x2H2O; 0,27 g/L 
KH2PO4; 0,2 g/L KCl; pH 7,4; steril filtriert) ersetzt, die Objektträger anschließend 
entnommen und das Biopsiegewebe zum Erstellen einer hydrophoben Barriere mit 
einem Fettstift (ImmEdge Pen; Vector Laboratories; Burlingame; USA) umrandet. 
Zum Schutz der später aufgetragenen Fluorochrome vor Licht und zum Verhindern 




der Austrocknung der Objektträger, fanden alle weiteren Arbeitsschritte in einer 
feuchten und abdunkelnden Immunfluoreszenz-Färbekammer statt. Das Gewebe 
wurde erneut für zehn Minuten gewaschen - diesmal durch Auftragen von 100 µl TBS 
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan Buffered Saline; 3,03 g/L TRIS; 8,77 g/L NaCl; 
0,22 g/L KCl; pH 7,4; steril filtriert). Eine zweite Antigendemaskierung mit 
DT (Dimethyl Sulfoxid/Triton) –TBS (Endkonzentrationen in TBS: 0,32 % DMSO; 
0,08 % TRITONX100) für fünf Minuten schloss sich an. Mögliche unspezifische 
Bindungsstellen wurden mit einem Gemisch aus 3 % Milchpulver und 1 % BSA 
(Bovines Serumalbumin) (gelöst in DT-TBS) für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
geblockt, bevor die Inkubation der primären Antikörper (ca. 40 µl/Schnitt; 
Verdünnung in Blockreagenz, siehe Tabelle 3) über Nacht bei 4°C erfolgte. Am 
nächsten Tag wurden die ungebundenen primären Antikörper durch drei 
Waschschritte mit TBS für jeweils zehn Minuten vom Gewebe entfernt und dieses 
danach mit den entsprechenden sekundären Antikörpern (ca. 40 µl/Schnitt, 
Verdünnung in TBS, siehe Tabelle 4) für 45 Minuten bei Raumtemperatur versetzt. 
Nach drei Waschungen mit TBS für je zehn Minuten erfolgte die Markierung der 
Zellmembranen mit WGA (Weizenkeimagglutinin, AlexaFluor®488, Thermo Fisher 
Scientific, Dreieich, Deutschland; Verdünnung 1:100 in TBS) und nach nochmaligem 
Waschen mit TBS (3 x 10 Minuten) die Kern-Gegenfärbung mit DAPI (4’, 6-
Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride; Sigma-Aldrich®, Steinheim, Deutschland; 
Verdünnung 1:5000 in TBS) für 15 Minuten bei Raumtemperatur. Weitere 
Waschvorgänge mit TBS für 3 x 10 Minuten sowie destilliertem Wasser für drei 
Minuten schlossen sich an. Das Eindecken der Proben erfolgte mit CONFOCAL-
Matrix® Mounting-Medium (Micro Tech Lab; Graz; Österreich) und Deckgläschen. 
 
3.2.2 Vergleich der Signale von IF und PLA 
Um in der Etablierung des PLA die PLA-Signale mit denen der Immunfluoreszenz 
vergleichen zu können, musste sowohl an den Harnblasenbiopsien von IC/BPS-
Patienten als auch an Kontrollgewebe die Immunfluoreszenz für die Antikörper 
M2-Rb und M3-Rb durchgeführt werden. Für die IC-Gewebe waren die Färbungen 
aufgrund der immunhistologischen Untersuchungen zwecks IC-Diagnostik bereits 
vorhanden. An den Kontrollgeweben mussten die Immunfluoreszenz-Färbungen für 
M2-Rb und M3-Rb noch durchgeführt werden. Grundlage bildete das oben 




beschriebene Immunfluoreszenzprotokoll. Jedoch erfolgte eine Doppelmarkierung 
des Harnblasengewebes mit primären Antikörpern gegen M2 bzw. M3 und α-Smooth 
Muscle Cell Actin (aSMA; siehe Tabelle 3). aSMA markiert spezifisch das 
Grundgerüst der glatten Muskulatur, was für die Auswertung von im Detrusor 
lokalisierten IF-Signalen der mAChR von Bedeutung war. Als sekundärer Antikörper 
wurde zusätzlich zum Alexa Fluor® 555 Goat anti Mouse (IgG1) ein Alexa Fluor® 
488 Goat anti Mouse (IgG2a) verwendet (siehe Tabelle 4). Die Zellkerne wurden mit 
TO-PRO®-3 iodide (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) gefärbt.  
 
3.3 Proximity Ligation Assay (PLA) 
Das Cy3-Proximity Ligation Assay (PLA) dient dem hochspezifischen Nachweis von 
Protein-Protein-Interaktionen [109]. Die Methode basiert auf den Prinzipien von 
Immunfluoreszenz und Polymerase-Kettenreaktion. Das Gewebe wird dazu mit zwei 
primären Antikörpern verschiedener Spezies inkubiert. Anschließend werden 
sekundäre Antikörper (PLA-Sonden) hinzugegeben, welche mit Oligonukleotiden 
gekoppelt sind. Außerdem werden die Proben mit einer DNA-Ligase 
und -Polymerase versetzt. Unter der Voraussetzung, dass die Proteine miteinander 
interagieren oder bis zu 30 Nanometer voneinander entfernt sind [109, 110], kann es 
zur Ausbildung eines ringförmigen DNA-Einzelstranges kommen, der in Abhängigkeit 
von der Inkubationszeit der Polymerase beliebig oft vervielfältigt werden kann 
(Rolling Circle Amplification). Im letzten Schritt wird der DNA-Einzelstrang mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff (Cy-3) hybridisiert, so dass ein verstärktes Fluoreszenzsignal 
entsteht, welches die Protein-Protein-Interaktion repräsentiert (siehe Abbildung 8). 
In dieser Arbeit wurde das aufwändige PLA-Prinzip angewandt, um die 
Ko-Lokalisation muskarinerger Acetylcholinrezeptoren mit verschiedenen 
Markerproteinen des intrazellulären Rezeptor-Traffickings darzustellen (siehe 
Tabelle 3 und Tabelle 4). Zu diesem Zweck erfolgten die in Tabelle 5 aufgeführten 
Kombinationen primärer Antikörper gegen M2 bzw. M3 mit Antikörpern gegen 
verschiedene Traffickingproteine (Clathrin, Rab7, Rab11). Dabei handelt es sich nicht 
um die Darstellung echter Protein-Protein-Interaktionen mit Ausbildung kovalenter 
Bindungen, sondern um die Visualisierung der Lokalisation von mAChR in 
endozytotischen Vesikeln durch Nachweis der engen Nachbarschaft zu den für diese 








Abbildung 8: Schematische Darstellung des PLA. Nach Inkubation des Gewebes mit zwei primären 
Antikörpern (A) und entsprechenden Nukleotid-gekoppelten PLA-Sonden (B), ermöglicht die DNA-
Ligase die Ausbildung eines ringförmigen DNA-Einzelstranges (C), der durch eine Polymerase 
beliebig oft vervielfältigt werden kann (D). Durch Hybridisierung des DNA-Stranges mit Cy3 entsteht 
ein Fluoreszenzsignal (D), welches die Protein-Protein-Interaktion repräsentiert. Verändert nach [111]. 
 
Die einzelnen Arbeitsschritte ähneln den oben beschriebenen für die 
Immunfluoreszenz (siehe 3.2) und dienen der Markierung der Proteinkomplexe. Die 
Gewebeschnitte wurden dazu zunächst in einer Glasküvette über eine absteigende 
Alkoholreihe entparaffiniert (Xylol 2 x 12 Minuten, 1 x 5 Minuten; absoluter Ethanol 
2 x 10 Minuten; 96 %iger Ethanol 1 x 10 Minuten; 70 %iger Ethanol 1 x 10 Minuten, 
doppelt destilliertes Wasser 1 x 10 Minuten) und die Antigene in wassergesättigter 
Atmosphäre (Dampfgarer) bei 100°C für 45 Minuten demaskiert (Objektträger dazu in 
einer Plastik-Kochküvette mit Target Retrieval HIER T-EDTA Buffer; pH 9,0; 
Zytomed). Nach Abkühlung für 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden die 
Präparate für zehn Minuten mit steril filtriertem PBS in der Küvette gewaschen, die 
Gewebeschnitte mit einer hydrophoben Barriere umrandet und durch Zugabe von je 
100 µl/Schnitt TBS (steril filtriert) erneut einem Waschvorgang unterzogen. Ein 
zweiter Antigenaufschluss erfolgte mit DT-TBS (5 Minuten). Nach der Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen mit einem Gemisch aus 3 % Milchpulver und 
1 % BSA in DT-TBS für 15 Minuten wurden die Gewebeproben über Nacht bei 4°C in 
einer feuchten Färbekammer mit den primären Antikörpern (40 µl/Schnitt; 
Verdünnung in Blockreagenz; Tabelle 3) inkubiert. 
Am zweiten Protokolltag fand die Detektion der Rezeptor-Protein-Objekte statt. Die 
Gewebeproben mussten zunächst 90 Minuten bei Raumtemperatur akklimatisieren. 




Zur Entfernung der Überstände primärer Antikörper wurden die Objektträger auf 
einem Schüttler (KS 250 basic; IKA Labortechnik; Staufen; Deutschland; Drehzahl 
100/min) 2 x 10 Minuten mit 70 ml TBS in einer Färbeküvette gewaschen. 
Gleichzeitig wurden die - je nach Spezies der primären Antikörper - entsprechenden 
PLA-Sonden (Duolink® PLA probes, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland; siehe 
Tabelle 4) im Verhältnis 1:5 in Blockreagenz verdünnt, 20 Minuten bei 
Raumtemperatur vorinkubiert, dann auf die Gewebeschnitte aufgetragen und diese 
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach 2 x 5 Minuten Waschen unter 
Schüttelbewegungen mit 70 ml Waschpuffer A (8,8 g/L NaCl; 1,2 g/L TRIS 
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan); 0,05 % Tween 20; pH 7,4; steril filtriert) in der 
Küvette, wurden die Gewebeproben mit je 40 µl Ligationsgemisch (Detection 
Reagents Orange; Duolink®; DUO92007; Sigma-Aldrich; Steinheim; Deutschland) 
versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Herstellung des Ligationsgemisches 
musste der im Detection Reagents Orange enthaltene Liagationsstock zunächst 1:5 
in Nuclease-freiem Wasser verdünnt werden, bevor die Ligase in einem Verhältnis 
von 1:40 zum Stock dazugegeben werden konnte. Nach der 30 minütigen Ligation 
wurden die Präparate erneut mit 70 ml Waschpuffer A in der Küvette auf dem 
Schüttler gewaschen. In dieser Zeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff-haltige 
Amplifikationsstock des Detektions-Kits 1:5 in Nuclease-freiem Wasser verdünnt und 
mit der Polymerase im Verhältnis 1:80 versetzt. Die nun hergestellte 
Amplifikationslösung wurde auf das Harnblasengewebe aufgetragen und verblieb 
hier für exakt 100 Minuten bei 37°C. Die Einhaltung der Inkubationszeit von 100 
Minuten war dabei von großer Bedeutung, da durch Variation dieses Zeitraumes das 
Ausmaß der Signalverstärkung gesteuert werden kann. Nach der Amplifikation 
durchlief das Gewebe erneute Waschvorgänge unter Schüttelbewegungen in der 
Küvette, diesmal für 2 x 10 Minuten mit Waschpuffer B (5,85 g/L NaCl; 24,23 g/L 
TRIS; pH 7,5; steril filtriert). Zur besseren Orientierung sowie für die Ko-
Lokalisations-Analyse der Rezeptor-Protein-PLA-Objekte mit Membranen wurden die 
Zellmembranen auch hier wie in der IF mit WGA (Verdünnung 1:100 in 
Waschpuffer B, Inkubation 30 Minuten bei Raumtemperatur) markiert. Danach 
wurden die Schnitte nochmals für zehn Minuten mit 70 ml Waschpuffer B sowie eine 
Minute mit 100-fach verdünntem Waschpuffer B in der Küvette auf dem Schüttler 
gewaschen. Anschließend trockneten die Objektträger unter Lichtabschluss. Die 




Färbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI, welches im Duolink® Mounting Medium 
(DUO82040; Sigma-Aldrich; Steinheim; Deutschland) enthalten war. Die 
Deckgläschen wurden mit handelsüblichem klarem Nagellack versiegelt. Das 
Imaging der Proben war 15 Minuten danach möglich. 
 
Name Spezifität Wirt Hersteller / Katalognummer Verdünnung
aSMA          α-Smooth Muscle Cell Aktin Mouse Sigma-Aldrich, München, 1:2000
(IgG2a) Deutschland / A2547
M2 Muskarinerger M2-Rezeptor                     
(C-term; 457-466)
Rabbit R&D Systems, Minneapolis, USA / 
AS-3721S
1:1000
M2 Muskarinerger M2-Rezeptor      
(komplettes Protein des M2-
Rezeptors im Schwein)
Mouse Thermo Fisher Scientific,  
Dreieich, Deutschland /               
MA3-044
1:40
M3 Muskarinerger M3-Rezeptor                      
(C-term; 580-589)
Rabbit R&D Systems, Minneapolis, USA / 
AS-3741S
1:1000
M3 Muskarinerger M3-Rezeptor          
(C-term)                  
Goat Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg, Deutschland /                
sc-7474
1:50
Clathrin Clathrin als Hüllprotein bei der 
Clathrin-vermittelten Endozytose
Mouse Abcam, Cambridge, UK /              
ab2731
1:100
Rab7 Rab7 als Regulator der Fusion von 
späten Endosomen mit Lysosomen
Goat LiefeSpan BioSciences, Seattle, 
USA / LS-B13237
1:500
Rab11 Rab11 als Regulator des 
endozytotischen Recyclings
Mouse BD Biosciences, San Diego,           
CA, USA / 610657
1:500
Primäre Antikörper für PLA / Immunfluoreszenz (IF)
Zweiter primärer Antikörper zum Nachweis von Internalisierung und Trafficking der Rezeptoren (PLA)
 
Tabelle 3: Übersicht der verwendeten primären Antikörper. 
 
Hersteller / Katalognummer Verdünnung
Thermo Fisher Scientific,  
Dreieich, Deutschland / A21131
1:500
Thermo Fisher Scientific,  
Dreieich, Deutschland / A21127
1:500
Thermo Fisher Scientific,  
Dreieich, Deutschland / A21428
1:500
Thermo Fisher Scientific,  








Thermo Fisher Scientific,  
Dreieich, Deutschland / W11261
1:100
Duolink® In Situ PLA Probe Anti-Rabbit PLUS; 1:5
Duolink® In Situ PLA Probe Anti-Mouse MINUS 1:5
Duolink® In Situ PLA Probe Anti-Goat MINUS 1:5
Donkey anti-Rabbit IgG H+L (PLA-anti-Rb+)
Donkey anti-Mouse IgG H+L (PLA-anti-Ms-)
Donkey anti-Goat IgG H+L (PLA-anti-Gt-)
Alexa Fluor® 555 Goat anti Rabbit (H+L)
Sekundäre Antikörper für PLA
Name
Sekundäre Antikörper für IF
Alexa Fluor® 555 Goat anti Mouse (IgG1)
Alexa Fluor® 555 Donkey anti Goat (H+L)
Alexa Fluor® 488 Goat anti Mouse (IgG2a)
Markierung der Zellmembranen (PLA/IF)
Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor® 488
 
Tabelle 4: Übersicht der verwendeten sekundären Antikörper. 
 























Quantifizierung M3/M3 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Gt -
Clathrin-vermittelte Endozytose M3/Clathrin PLA-anti-Rb+PLA-anti-Ms -
Degradation in späten Endosomen M3/Rab7 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Gt -
Recycling M3/Rab11 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Ms -
Quantifizierung M2/M2 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Ms -
M2
Recycling M2/Rab11 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Ms -
Clathrin-vermittelte Endozytose M2/Clathrin PLA-anti-Rb+PLA-anti-Ms -
Degradation in späten Endosomen M2/Rab7 PLA-anti-Rb+PLA-anti-Gt -
 
Tabelle 5: Übersicht der bei PLA verwendeten Antikörperkombinationen. 
 
3.4 Mikroskopie 
Die Visualisierung der immunhistochemischen Färbungen und der PLA-Experimente 
(siehe Abbildung 9) erfolgte an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop 
(LSM 700, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit vier verschiedenen Lasern 
(405 nm - violett; 488 nm –blau; 555 nm –orange und 633 nm –rot). 
 
3.4.1 Mikroskopie der Immunfluoreszenz-Färbungen 
Von den immunhistochemischen Färbungen wurden je Präparat fünf 
zweidimensionale Bilder – unter Verwendung nachfolgend aufgezählter 
Einstellungen - mit einem Zeiss Plan-Apochromat 40x/0,95 Objektiv akquiriert: 
Zoom 1,3; Auflösung 2048 x 2048; Pinhole 1,0 Airy Unit (AU); Bildgröße 
123,1 µm x 123,1 µm; Pixelgröße 0,06 µm. 
 
3.4.2 Mikroskopie der PLA-Experimente (PLA/CLSM) 
Bei der Mikroskopie der PLA-Experimente dagegen wurden mit einem Zeiss Plan-
Apochromat 63x/1,4 Ölimmersionsobjektiv im Detrusor der Präparate pro 
Patientengewebe und Antikörperkombination jeweils fünf Z-Stacks aufgenommen. 
Z-Stacks sind hochauflösende Bildstapel, die eine dreidimensionale Darstellung des 
Präparates ermöglichen. 




Folgende Mikroskopeinstellungen wurden im Detail verwendet: Zoom 1,2; Auflösung 
2048 x 2048 x 65; Pinhole 1,0 AU; Bildgröße 72,55 µm x 72,55 µm x 6,40 µm; 
Voxelgröße 0,035 µm x 0,035 µm x 0,10 µm.  
Die Z-Stacks bestanden aus je 65 Einzelbildern im Abstand von 0,1 µm, wodurch ein 
Bereich von 6,4 µm des 7 µm dicken Präparates abgedeckt werden konnte. Das 
rechnerische Volumen eines Z-Stacks betrug dabei 33397 µm3. 
 
 
Abbildung 9: Mikroskopaufnahme von PLA (M3/Clathrin) im Detrusor der Harnblase. In rot 
fluoreszieren die Rezeptor-Protein-PLA-Objekte (exemplarisch durch weiße Pfeilspitzen 
gekennzeichnet). Die Membranen der Detrusorzellen (markiert mit WGA 488) fluoreszieren grün. Die 
blaue Fluoreszenz repräsentiert die mit DAPI gefärbten Zellkerne. Die Aufnahme erfolgte an einem 
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 700; Zeiss) mit einem Plan-Apochromat 63x/1,4 
Ölimmersionsobjektiv. 
 
3.5 Auswertung der Immunfluoreszenz-Färbungen 
Die quantitative Auswertung der Immunfluoreszenz-Signale von M2 und M3 im 
Kontrollgewebe erfolgte mittels eines selbst geschriebenen ImageJ - (Version 1.51f; 
Wayne Rasband; National Institute of Health, USA) Skripts und Apache OpenOffice 
(Version 4.1.1; The Apache Software Foundation; Wakefield, MA, USA). Dabei 




wurden für die weiteren Analysen die Fluoreszenzintensitäten von M2 bzw. M3 durch 
Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenzintensität der Negativkontrolle (ohne primäre 
AK, nur sekundäre AK) normalisiert. 
 
3.6 Auswertung der PLA-Experimente 
3.6.1 Dekonvolution der Z-Stacks 
Die mit dem LSM aufgenommen Z-Stacks der Detrusorzellen wurden einer 
Dekonvolution unterzogen. Dazu wurde die niederländische Software Huygens 
Essential (Version 16.10.Op3, SVI Scientific Volume Imaging, Hilversum, 
Niederlande) verwendet. Der Begriff Dekonvolution bezeichnet eine rechnerische 
Bildkorrektur der Mikroskopaufnahmen, die Unschärfen und Hintergrundrauschen 
beseitigt, sowie aus den Einzelbildern der Z-Stacks eine 3D-Rekonstruktion des 
Präparates und seiner Oberfläche ermöglicht (siehe Abbildung 10). Nach 
Rücksprache mit Mitarbeitern der Software wurden unter Anwendung des Classical 
Maximum Likelihood Estimation Algorithmus (CMLE) folgende Parameter in der 
Dekonvolution berücksichtigt: 
 
Kanal Wellenlänge Exzitation (nm) Wellenlänge Emission (nm) Pinhole (µm) 
0 555 585 47 
1 488 518 41 
2 405 435 44 
Tabelle 6: Wellenlängen und Pinholes der einzelnen Kanäle im LSM. 
 
Das Hintergrundrauschen wurde automatisch subtrahiert und das Signal-Rausch-
Verhältnis mit dem Wert 20 definiert. Die Signalqualitätsschwellen betrugen für 
Kanal 1 0,05 und für die Kanäle 2 und 3 0,01. Weiterhin wurde basierend auf den 
Mikroskop- und Bildparametern eine Point-Spread Function (PSF) kalkuliert und 
angewandt. 





Abbildung 10: Dekonvolution der Mikroskopaufnahmen. 3D-Rekonstruktion (A) und 
3D-Oberflächenprojektion (B) eines Z-Stacks. Rote Objekte stellen M3/Clathrin-PLA-Objekte dar, 
Zellmembranen imponieren grün. 
 
3.6.2 Objektanalyse 
In der Analyse der Rezeptor-(Protein-)PLA-Objekte kam ebenfalls die Software 
Huygens Essential 16.10.Op3 zur Anwendung. In den Einstellungen des Object 
Analyzers mussten bestimmte Parameter definiert werden. Für den Kanal 0 (rot: 
Rezeptor-Protein-PLA-Objekte) wurde ein Schwellenwert (threshold) von 13 % 
festgelegt. Außerdem wurde hier die Option watershed segmentation gewählt. Diese 
ermöglichte eine exakte Trennung der einzelnen Objekte voneinander, was für die 
quantitative Auswertung der PLA-Objekte von Bedeutung war. Im Kanal 1 (grün: 
Membranen) war es aufgrund unterschiedlicher Qualität der Membranfärbungen 
(WGA bleicht unter Einwirkung des Lasers aus) nicht möglich, einen konstanten 
Schwellenwert zu definieren. Hier musste eine subjektive Beurteilung der 
Abgrenzung der Membranen voneinander erfolgen. Die thresholds bewegten sich 
dabei im Bereich von 5 % bis 15 %. Kanal 2 (blau: Zellkerne) kam keine Rolle in der 
Auswertung zu. Er diente vielmehr der Orientierung in der Detrusorzelle. 
Die durch PLA detektierten Rezeptor/Rezeptor bzw. Rezeptor/Protein-Objekte 
wurden hinsichtlich folgender Parameter analysiert: 
- Anzahl der PLA-Objekte 
- Größe der PLA-Objekte [voxels; 1 voxel=1,225 x 10-4 µm3] 
- Dichte an PLA-Objekten [voxels/µm3] sowie 
- Membran-Assoziation der PLA-Objekte (Prozentsatz der Objekte, die mehr als 
10% Überschneidung mit den Membranen zeigten). 
Die Dichte [voxels/µm3] wurde dabei aus der Summe aller Voxel eines Stacks und 
dem Volumen eines Stacks (33397 µm3) berechnet. 
B 




3.7 Statistische Auswertung 
Der Großteil der statistischen Auswertung und Erstellung sämtlicher Diagramme 
erfolgte mittels der Software GraphPad Prism®6 (Version 6.05; La Jolla; CA; USA). In 
den Boxplots sind dabei Mittelwert und Standardabweichung sowie als einzelne 
Datenpunkte die Mittelwerte der sieben IC- bzw. Kontrollpatienten (generiert durch 
die Auswertung von je fünf Z-Stacks) gezeigt. Abbildung 11 stellt die 
Vorgehensweise der Datengenerierung nochmal schematisch dar. Zum Vergleich der 
Daten von IC-Patienten und Kontrollgruppe diente der Mann-Whitney-U-Test. Die 
Korrelation zwischen Immunfluoreszenz- und PLA-Signalen wurde mit dem 
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman analysiert. Für eine bessere graphische 
Darstellbarkeit der Korrelationen (siehe Abbildung 16) wurden die Messdaten zu 
Fluoreszenzintensität und Dichte an PLA-Objekten [voxels/µm3] auf den jeweiligen 
Maximalwert normiert. Als Signifikanzniveau wurde in allen Fällen p  0,05 definiert. 
Zum Vergleich der beiden Methoden Immunfluoreszenz und PLA wurde mittels der 
Software Origin® 2017 pro (OriginLab Corporation Northampton; MA, USA) eine 
Receiver-Operating-Characteristic-Analyse (ROC-Analyse) durchgeführt. Diese 
berechnet die beiden Größen Fläche unter der Kurve (area under the curve; AUC) 
und Asymptotische Wahrscheinlichkeit (AW). Bei einer AW < 0,05 erweist sich der 
betrachtete Parameter effektiv zur Unterscheidung beider Methoden. Durch die AUC 
kann eine Aussage getroffen werden, wie effektiv der Parameter zur Unterscheidung 
geeignet ist (eine AUC von 1 ist dabei am effektivsten). 





Abbildung 11: Schematische Darstellung der Datengenerierung. Von jeder Harnblasenbiopsie 
werden mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop fünf Z-Stacks (Bildstapel bestehend aus 65 
Einzelbildern) aufgenommen. Diese werden einer Dekonvolution unterzogen. Anschließend erfolgt pro 
Stack die Analyse der unter 3.6.2 beschriebenen Parameter. Aus den Daten der fünf Stacks wird ein 







4.1 Etablierung PLA 
Die Zielstellung dieser Arbeit bestand darin, das Trafficking der muskarinergen 
Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 in Detrusormyozyten von IC/BPS-Patienten unter 
Anwendung des Proximity Ligation Assays (PLA) zu untersuchen. Da PLA in diesem 
Rahmen noch keine Anwendung fand, galt es zunächst zu klären, ob das Verfahren 
für solche Untersuchungen überhaupt geeignet ist. Dazu war eine ausgiebige 
Etablierung der Methode notwendig, bevor die Experimente zum Rezeptor-Trafficking 
erfolgen konnten. 
 
4.1.1 Anforderungen an die Methode  
Für eine korrekte und erfolgreiche Durchführung von PLA müssen bestimmte 
Anforderungen erfüllt werden.  
Grundvoraussetzung ist die Verwendung von zwei primären Antikörpern, die aus 
unterschiedlichen Spezies stammen. Sind die beiden Antikörper gegen ein und 
dasselbe Protein gerichtet (z.B. zwei verschiedene Antikörper gegen den M2-
Rezeptor), sollte zudem gewährleistet sein, dass sich ihre Immunisierungssequenzen 
unterscheiden, damit die Antigen-Antikörper-Reaktionen nicht an derselben 
Bindungsstelle erfolgen und sich dadurch gegenseitig negativ beeinflussen. Im 
optimalen Fall haben die beiden primären Antikörper eine vergleichbare Affinität zum 
Protein, die sich z.B. in der Immunhistochemie durch eine ähnliche Farbintensität 
beider Antikörper darstellen könnte. Dies ist jedoch meist nicht gegeben, so dass der 




Bis die oben genannten Anforderungen erfüllt werden konnten, mussten Vorarbeiten 
im Rahmen der PLA-Etablierung geleistet werden. Für die Untersuchung des M3-
Rezeptors wurden zwei M3-Antikörper sowie Antikörper gegen die Traffickingmarker 
Clathrin, Rab7 und Rab11 in unserer Forschungsgruppe etabliert. Die Ergebnisse 





Die Durchführung des PLA mit den Antikörpern M3-Rb und M3-Gt lieferte gut 
abgrenzbare dreidimensionale Objekte was für das Funktionieren der Methode 
sprach und weiterführende Experimente hinsichtlich des M3-Rezeptor-Traffickings - 
zunächst an Harnblasengewebe von drei Patienten (Lab-ID 438; 450; 482) und in 
dieser Arbeit an sieben weiteren – rechtfertigte (siehe 4.3). Da aber v.a. 
Veränderungen der Expression des M2-Rezeptors im Rahmen der IC/BPS von 
Interesse sind, war es das Hauptziel dieser Promotionsarbeit, PLA auch für den M2-
Rezeptor und sein Trafficking zu etablieren und letzteres genauer zu analysieren.  
 
4.1.3 Auswahl der Antikörperkombinationen für PLA des M2-Rezeptors 
Um PLA auf den M2-Rezeptor und sein Trafficking anzuwenden, mussten auch hier 
Antikörper etabliert werden, die die unter 4.1.1 aufgeführten Anforderungen erfüllen. 
Ein Kombinationspartner (M2-Rb) stand dabei schon fest, da er in unserem Labor 
regelmäßig für histopathologische Zusatzuntersuchungen in der IC/BPS-Diagnostik 
eingesetzt wird. Ein zweiter M2-Antikörper musste dagegen noch etabliert werden. 
Zum Zeitpunkt dieser Experimente war der M2-Ms der einzige kommerziell 
verfügbare M2-Antikörper, der die Anforderung an die Spezies erfüllte und 
gleichzeitig für immunhistochemische Untersuchungen in humanem, paraffin-
eingebettetem Gewebe geeignet war. 
 
4.1.4 Immunfluoreszenz des M2-Ms-Antikörpers 
Bevor der M2-Ms-Antikörper als zweiter Kombinationspartner für PLA des M2-
Rezeptors verwendet werden konnte, wurde er gemäß dem unter Material und 
Methoden beschriebenen Standardprotokoll der Immunfluoreszenz (siehe 3.2) 
ausgetestet. Hierbei musste zunächst die Konzentration des Antikörpers optimiert 
werden. Nach Durchführung einer Verdünnungsreihe von 1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 
hat sich eine Konzentration von 1:40 als am besten erwiesen (Daten nicht gezeigt). 
 
4.1.5 Vergleich der Immunfluoreszenz von M2-Rb und M2-Ms 
Im nächsten Schritt wurde an Paraffinschnitten einer Harnblasenbiopsie (Lab-ID818) 
die Immunfluoreszenz sowohl für den Antikörper M2-Rb als auch für den M2-Ms 
durchgeführt, um einen direkten Vergleich der Färbemuster beider Antikörper zu 





sekundären Antikörper, erfolgte die Anfertigung von Negativkontrollen, in denen das 
Gewebe nicht mit primären, sondern nur mit sekundären Antikörpern inkubiert wurde. 
Abbildung 12 zeigt, dass sowohl der sekundäre Goat anti Mouse- (A) als auch der 
Goat anti Rabbit-Antikörper (B) keine unspezifische Hintergrundfärbung aufwiesen. 
Der untere Teil der Abbildung stellt in rot das Fluoreszenzsignal der M2-Rezeptoren 
dar. In Bild D ist dabei das homogene Fluoreszenzsignal des Standardantikörpers 
M2-Rb zu sehen. Auch der neu etablierte M2-Ms-Antikörper zeigt eine deutliche 
Färbung gegenüber der Negativkontrolle, weist allerdings verglichen mit dem M2-Rb 
eine weniger flächige, sondern eher getüpfelte zytoplasmatische Färbung auf (C). 
Dieses unterschiedliche Färbeverhalten der beiden M2-Antikörper kann einen 
Sensitivitätsverlust bei der Anwendung von PLA bedeuten, aufgrund fehlender 







Abbildung 12: Immunfluoreszenz (IF) der M2-Antikörper in Detrusorgewebe. Oben dargestellt sind 
Negativkontrollen ohne Verwendung der primären Antikörper. Stattdessen wurde nur mit den 
jeweiligen sekundären Antikörpern (A: Goat anti Mouse und B: Goat anti Rabbit) gefärbt. In den 
unteren Bildern stellt rote Fluoreszenz die Färbung des M2-Ms (C) und des M2-Rb (D) dar. Die 
Membranen der Detrusorzellen (markiert mit WGA 488) fluoreszieren grün. Die blaue Fluoreszenz 
repräsentiert die mit DAPI gefärbten Zellkerne. Die Aufnahme der Bilder erfolgte an einem konfokalen 
Laser Scanning Mikroskop (LSM 700; Zeiss) mit einem Plan-Apochromat 40x/0.95 Objektiv. 
 
4.1.6 Verifizierung der Bindungsstellen der M2-Antikörper 
Da die Bindung zweier Antikörper an dasselbe Epitop ein Ausschlusskriterium für die 
Kombination zweier Antikörper bei PLA darstellt, mussten die Bindungsstellen des 
M2-Rb und M2-Ms genauer untersucht werden. Herstellerinformationen konnte 
entnommen werden, dass die Immunisierungssequenz des M2-Rb die Aminosäuren 
der Positionen 457 bis 466 des M2-Rezeptors umfasst und der Antikörper somit 





den M2-Ms-Antikörper konnten solche konkreten Angaben trotz Kontaktierung des 
Herstellers nicht gewonnen werden. Seine Immunisierungssequenz stellt laut 
Produktinformation das komplette Protein des M2-Rezeptors des Schweines dar. Die 
Proteinsequenz des M2-Rezeptors des Schweines zeigt dabei eine Übereinstimmung 
von 97 % mit der des humanen M2-Rezeptors. Um die Fragestellung der 
gegenseitigen Beeinflussung der Antikörper an ihren Bindungsstellen dennoch zu 
beantworten, wurde ein Reverse-Blocking-Experiment durchgeführt. Dazu wurden 
zunächst in Paraffinschnitten von humanem Blasengewebe (Lab-ID818) nach unter 
3.2 beschriebenem Immunfluoreszenz-Protokoll die M2-Rezeptoren gefärbt – einmal 
unter Verwendung des M2-Ms- und einmal unter Verwendung des M2-Rb-
Antikörpers (siehe Abbildung 13, A und B). Parallel dazu wurden entsprechende 
Negativkontrollen (ohne primäre und nur mit sekundären Antikörpern) mitgeführt. Zur 
Überprüfung ob sich die beiden Antikörper gegenseitig in ihrer Bindung beeinflussen, 
wurde angelehnt an das normale Immunfluoreszenz-Protokoll, folgender Versuch 
durchgeführt: Zwei auf Objektträger aufgezogene Harnblasenschnitte wurden 
entparaffiniert, die Antigene aufgeschlossen, unspezifische Bindungen geblockt und 
dann je ein Schnitt über Nacht mit dem M2-Rb und ein Schnitt mit dem M2-Ms 
inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte mit TBS gewaschen, erneut geblockt 
und über Nacht mit dem entgegengesetzten (reversen) Antikörper inkubiert. D.h. das 
Gewebe, das zuvor über Nacht mit dem M2-Rb präinkubiert wurde, wurde nun mit 
dem M2-Ms versetzt und umgekehrt. Am dritten Tag erfolgte mit den entsprechenden 
sekundären Antikörpern die Detektion des jeweils am zweiten Protokolltag 
aufgetragenen Antikörpers. Zusammengefasst wurde ein Gewebeschnitt mit dem 
M2-Rb vorinkubiert (geblockt), dann der M2-Ms aufgetragen und dieser mit einem 
sekundären Goat anti Mouse–Antikörper detektiert (siehe Abbildung 13 C). 
Umgekehrt wurde der zweite Schnitt mit dem M2-Ms geblockt, der M2-Rb 
aufgetragen und dieser mit einem sekundären Goat anti Rabbit-Antikörper detektiert 
(siehe Abbildung 13 D). 
Hinter diesem Experiment stand folgende Überlegung: Der am ersten Tag 
aufgetragene M2-Antikörper besetzt sein Epitop. Der am zweiten Tag aufgetragene 
Antikörper bindet ebenfalls am M2-Rezeptor, vorausgesetzt seine Bindungsstelle 
wurde nicht durch den ersten M2-Antikörper blockiert. Unter der Annahme, dass der 





zweite Antikörper, müsste der zweite Antikörper mit seinem entsprechenden 
sekundären Antikörper detektierbar sein und dabei das gleiche 
Immunfluoreszenzmuster entstehen, wie bei alleiniger Färbung des Gewebes mit 
diesem Antikörper. Würden beide Antikörper das gleiche Epitop des M2-Rezeptors 
binden, wäre dieses durch den Antikörper vom ersten Tag besetzt, der zweite 
Antikörper könnte nicht binden und seine Detektion würde zu einem Bild führen, das 
dem der Negativkontrolle gleicht (siehe Abbildung 12 A und B). 
Die Durchführung des Reverse-Blocking-Experimentes ergab für das jeweils mit dem 
reversen Antikörper vorgeblockte Gewebe das gleiche Färbemuster in der 
Immunfluoreszenz wie bei Inkubation mit nur einem primären Antikörper (siehe 
Abbildung 13). Dadurch konnte eine Bindung von M2-Rb und M2-Ms am selben 
Epitop mit gegenseitiger Beeinflussung ausgeschlossen und die Kombination der 






Abbildung 13: Reverse-Blocking-Experiment der Antikörper M2-Ms und M2-Rb in Detrusorgewebe. In 
den oberen Bildern ist in rot das Fluoreszenzsignal nach alleiniger Inkubation des Gewebes mit dem 
M2-Ms (A) bzw. M2-Rb (B) dargestellt. Die unteren Bilder zeigen das Fluoreszenzsignal des M2-
Rezeptors nach Blocken des Gewebes mit den jeweiligen reversen Antikörpern. Bei C wurde das 
Gewebe revers mit dem M2-Rb geblockt, danach der M2-Ms inkubiert und dieser anschließend mit 
einem sekundären Goat anti Mouse-Antikörper detektiert. Bei D wurde das Gewebe revers mit dem 
M2-Ms geblockt, danach der M2-Rb inkubiert und dieser anschließend mit einem sekundären Goat 
anti Rabbit-Antikörper detektiert. Die Membranen der Detrusorzellen (markiert mit WGA 488) 
fluoreszieren grün. Die blaue Fluoreszenz repräsentiert die mit DAPI gefärbten Zellkerne. Die 
Aufnahme der Bilder erfolgte an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 700; Zeiss) mit 
einem Plan-Apochromat 40x/0.95 Objektiv. 
 
4.2 Untersuchung von M2- und M3-Rezeptoren in IC/BPS und Kontrollgewebe 
Derzeit wird als histopathologische Zusatzuntersuchung bei Verdacht auf IC/BPS am 
Universitätsklinikum Leipzig die Untersuchung der Expressionsmuster purinerger, 





3.2.2 beschrieben - an Biopsiegewebe der Harnblase eine Immunfluoreszenz (IF) mit 
einer Doppelmarkierung u.a. von M2 bzw. M3 und Aktin durchgeführt und die 
Fluoreszenzintensität (normalisiert auf das Hintergrundsignal der Negativkontrolle) 
der Rezeptoren bestimmt. Dabei konnte im Detrusor von IC/BPS-Gewebe v.a. eine 
signifikant erhöhte M2-Immunoreaktivität festgestellt werden [3]. Um die Methode des 
PLA zu verifizieren und zu überprüfen, ob PLA in IC-Gewebe ebenfalls eine erhöhte 
Anzahl an M2-Rezeptor-Objekten liefert, wurde an Harnblasenbiopsien von sieben 
IC/BPS-Patientinnen sowie sieben Gewebeproben von nicht IC-typisch alterierten 
Harnblasen (Kontrollen) M2/M2-PLA durchgeführt. Da später das Trafficking sowohl 
von M2 als auch von M3 untersucht werden sollte, wurden an denselben 
Patientenproben auch M3-Rezeptor-Objekte mittels PLA detektiert. Abbildung 14 
zeigt repräsentative Bilder der IF sowie der PLA-Experimente für M2 und M3 in 
Patientengewebe mit IC/BPS und ohne (Kontrollen). Dabei ist in IC/BPS sowohl für 
M2 als auch für M3 in der IF ein verstärktes Rezeptor-Fluoreszenz-Signal (rot) 
sichtbar (siehe Abbildung 14 A und E). Auch in den PLA-3D-Rekonstruktionen ist für 
die Kombinationen M2/M2 und M3/M3 optisch eine erhöhte Anzahl an gut 
abgrenzbaren PLA-Objekten, die überwiegend an den Membranen lokalisiert sind, im 
IC-Gewebe erkennbar (siehe Abbildung 14 C und G). Da eine rein optische 
Beurteilung jedoch nicht ausreicht, erfolgte – wie unter 3.5 und 3.6 beschrieben – 
eine quantitative Analyse der Fluoreszenzintensitäten und PLA-Signale von M2 und 
M3 in IC- und Kontrollgewebe. Die Boxplots in Abbildung 15 A und B zeigen, dass 
auch in der statistischen Auswertung die Fluoreszenzintensität für M2 und die Dichte 
an M2/M2-PLA-Objekten in IC-Gewebe gegenüber dem Kontrollgewebe signifikant 
erhöht sind (IF M2 p=0,0006; PLA M2/M2 p=0,0379). Die Quantifizierung für den M3-
Rezeptor (siehe Abbildung 15 C und D) ergab ebenfalls eine signifikante Erhöhung 







Abbildung 14: Gegenüberstellung von Immunfluoreszenz (IF) und PLA von M2- und M3-Rezeptoren 
im Detrusor. Gezeigt ist die IF von M2 bzw. M3 (rote Fluoreszenz) in Patientengewebe mit IC/BPS 
(A und E) und ohne (Ko, B und F). Die glatten Muskelzellen des Detrusors wurden mit Aktin (grüne 
Fluoreszenz) und die Zellkerne mit TO-PRO (blaue Fluoreszenz) gefärbt. Zusätzlich sind 3D-
Rekonstruktionen von M2/M2- bzw. M3/M3-PLA in IC/BPS-Gewebe (C und G) und Gewebe von 
Patienten ohne IC/BPS (D und H) abgebildet. Die Rezeptor-PLA-Objekte imponieren als rot-orange-







Abbildung 15: Quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitäten und PLA-Objekt-Dichten von M2 
und M3. In den Boxplots sind die Fluoreszenzintensität und die Dichte an PLA-Signalen für M2- und 
M3-Rezeptoren dargestellt. Dabei werden jeweils IC/BPS- (n=7) und Kontrollgewebe (n=7) 
miteinander verglichen. Jeder einzelne Datenpunkt steht für eine Patientenprobe und ergibt sich aus 
dem Mittelwert von je fünf quantifizierten 2D-Bilder bzw. Z-Stacks. Zur statistischen Analyse wurde ein 
Mann-Whitney-U-Test durchgeführt: *p<0,05. Boxplots zeigen Mittelwert und Standardabweichung. 
 
Nachdem mit IF und PLA jeweils eine signifikante Erhöhung von M2 und M3 in 
IC/BPS gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob eine Korrelation der Signale 
beider Methoden innerhalb der Probengruppen besteht. Dazu wurde der 
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman bestimmt. Sowohl für M2 (r2=0,476; 
p=0,0078; siehe Abbildung 16 A) als auch für M3 (r2=0,698; p=0,0004; siehe 
Abbildung 16 B) ergab sich eine signifikant positive Korrelation von IF und PLA. 








Abbildung 16: Korrelation von PLA und Immunfluoreszenz (IF) für den M2-Rezeptor (A) und den M3-
Rezeptor (B). Gezeigt ist die Korrelation beider Methoden bezüglich ihrer Detektion von M2 und M3. 
Dazu wurden an Harnblasenbiopsien mit IC/BPS (n=7) und ohne (n=7) IF und PLA für den jeweiligen 
Rezeptor durchgeführt. Die Korrelationsanalyse nach Spearman ergab in beiden Fällen eine 
signifikant positive Korrelation der IF- und PLA-Signale (M2: r2=0,476; p=0,0078; M3: r2=0,698; 
p=0,0004). Zur Anpassung der Skalen wurden die Daten auf den Maximalwert normiert. 
 
4.3 Untersuchung des Traffickings von M2- und M3-Rezeptoren 
Nachdem die Etablierung von PLA abgeschlossen war und hinsichtlich der Rezeptor-
Quantifizierung Übereinstimmungen der neuen Methode mit den Ergebnissen der 
standardisierten immunhistologischen Verfahren gezeigt werden konnten, erfolgte 
die Untersuchung des endozytotischen Transportes (Trafficking) der mAChR. Dabei 
wurde das PLA-Prinzip in Kombination mit konfokaler Laser Scanning Mikroskopie 
(PLA/CLSM) genutzt, um die Ko-Lokalisation mAChR mit unterschiedlichen 
Markerproteinen des Traffickings darzustellen. Verwendung fanden Clathrin zur 
Darstellung der Clathrin-vermittelten Endozytose, Rab7 als Markermolekül der 
späten Endosomen sowie Rab11 als Regulator des endozytotischen Recyclings. 
Abbildung 17 zeigt repräsentative dreidimensionale Rekonstruktionen der 
Mikroskopaufnahmen des Rezeptor-Traffickings in Detrusormyozyten von IC/BPS 
(3D-Bilder der Kontrollgewebe siehe Anlage 1). Die Ergebnisse der quantitativen 
Auswertung der verschiedenen Rezeptor-Markerprotein-Kombinationen sind in 






Abbildung 17: 3D-Rekonstruktionen des Traffickings von M2 und M3 in Detrusormyozyten von 
IC/BPS-Gewebe. Die linke Spalte zeigt 3D-Rekonstruktionen des Traffickings des M3-Rezeptors, die 
rechte des M2-Rezeptors. In grün sind die Zellmembranen dargestellt. Die Rezeptor/Rezeptor-bzw. 
Rezeptor-Protein-PLA-Objekte imponieren als dreidimensionale rote Objekte. Die weißen Pfeilspitzen 
in Bild A zeigen in der Membran lokalisierte M3-PLA-Objekte. Die weißen Pfeilspitzen in Bild C weisen 
auf M3/Clathrin-PLA-Objekte zum Zeitpunkt der Abschnürung von der Membran hin. In Bild C ist 
außerdem eine große Anzahl von im Zytoplasma befindlichen M3/Clathrin-PLA-Objekten erkennbar. 
 
4.3.1 Rezeptor/Clathrin 
Bevor Rezeptoren in bestimmten Zellorganellen modifiziert, degradiert oder recycelt 
werden können, müssen sie in die Zelle aufgenommen werden. Ein häufig 
auftretender Prozess der Rezeptorinternalisierung ist die Clathrin-vermittelte 





Adapterproteine Vertiefungen in der Zellmembran (clathrin-coated pits), die das zu 
endozytierende Material enthalten und später vollständig von einem Clathrin-Gerüst 
ummantelt werden. Durch Dynamin erfolgt die Abspaltung der Clathrin-ummantelten 
Vesikel (CCV) von der Membran, so dass diese mit ihrem Inhalt weiter innerhalb der 
Zelle transportiert werden können.  
Zur Untersuchung, ob in IC/BPS-Gewebe eine verstärkte Internalisierung der mAChR 
via CME erfolgt, wurde PLA für die Kombination aus einem Antikörper gegen den 
M2- bzw. M3-Rezeptor und einem Antikörper gegen Clathrin an IC/BPS- und 
Kontrollgewebe durchgeführt. Unter der Annahme, dass die Endozytose Clathrin-
vermittelt erfolgt, müssten Ko-Lokalisationen der Rezeptoren mit Clathrinmolekülen 
bestehen und diese über PLA-Signale detektierbar sein. 
 
M3/Clathrin 
Die Durchführung von PLA für die Kombination M3/Clathrin lieferte dabei - sowohl im 
Detrusor von IC-Gewebe als auch in den Kontrollen - gut abgrenzbare 
dreidimensionale Objekte (siehe Abbildung 17 C), die sich in Anzahl und Lokalisation 
unterschieden. Wie unter 3.6.2 beschrieben, wurde bei der Quantifizierung zur 
Normalisierung der Objektanzahl aus der Summe aller Voxel der PLA-Objekte eines 
Stacks und dem Volumen eines Stacks die Dichte an PLA-Objekten [voxels/µm3] 
bestimmt. Die Dichte der M3/Clathrin-PLA-Signale erwies sich dabei in 
Detrusorzellen von IC-Gewebe gegenüber dem Kontrollgewebe als signifikant erhöht 
(p=0,0111; siehe Abbildung 18 A). Ein weiterer interessanter Analyseparameter 
bestand in der Lokalisation der Rezeptor/Clathrin-PLA-Objekte. Denn während der 
CME werden die in der Zytoplasmamembran befindlichen Rezeptoren via clathrin-
coated pits von dieser abgeschnürt. Es entstehen somit zytosolisch lokalisierte CCV, 
deren Membranen die internalisierten Rezeptoren enthalten. Für die M3/Clathrin-
PLA-Signale in IC/BPS zeigte sich nicht nur optisch (siehe Abbildung 17 C), sondern 
auch quantitativ eine signifikante Verschiebung der Lokalisation der Objekte von den 
Membranen in das Zytosol (Kontrollgewebe: 28,47±8,36 % membranassoziiert; 
IC/BPS: 19,87±4,12 % membranassoziiert; p=0,0262; siehe Abbildung 18 C). Dies 








Auch für die Kombination M2/Clathrin konnten PLA-Objekte detektiert werden. Die 
Dichte an M2/Clathrin-Signalen war dabei in IC/BPS im Vergleich zu den Kontrollen 
signifikant erhöht (p=0,007; siehe Abbildung 18 B). Allerdings konnte im Gegensatz 
zu M3/Clathrin keine signifikante Änderung in der Membranlokalisation der 
M2/Clathrin-Objekte festgestellt werden (Kontrollgewebe: 43,96±10,65 % 
membranassoziiert; IC/BPS: 35,01±8,61 % membranassoziiert; p=0,2069; siehe 
Abbildung 18 D). Die geringere Anzahl von M2/Clathrin-Objekten im Zytoplasma 
(siehe Abbildung 17 D) spricht gegen eine verstärkte Endozytose des M2-Rezeptors 
über den Clathrin-vermittelten Weg und bestätigt damit die Literaturdaten, denen 
zufolge M2 Clathrin-unabhängig internalisiert wird [88, 89, 94–97]. 
 
M2/Clathrin vs. M3/Clathrin 
Während M2/Clathrin und M3/Clathrin in IC/BPS bezüglich der Dichte an PLA-
Objekten jeweils signifikante Unterschiede gegenüber dem Kontrollgewebe zeigten, 
ergab der Vergleich der Objektdichten von M2/Clathrin und M3/Clathrin 
untereinander in IC-Gewebe keinen signifikanten Unterschied (p=0,52219; siehe 
Abbildung 18 E). Anders verhielt sich dies mit der Membranlokalisation. Mit 
19,87±4,12 % waren signifikant (p=0,0041) weniger M3/Clathrin-Objekte 







Abbildung 18: Quantifizierung zur Clathrin-vermittelten Endozytose von M2 und M3 in IC/BPS und 
Kontrollgewebe. In den Boxplots sind die Membranlokalisation und Dichte an PLA-Signalen für 
M2/Clathrin und M3/Clathrin dargestellt. Dabei werden jeweils IC/BPS- (n=7) und Kontrollgewebe 
(n=7) miteinander verglichen. Jeder einzelne Datenpunkt steht für eine Patientenprobe und ergibt sich 
aus dem Mittelwert von je fünf quantifizierten Z-Stacks. Zur statistischen Analyse wurde ein Mann-
Whitney-U-Test durchgeführt: *p<0,05. Boxplots zeigen Mittelwert und Standardabweichung. Oberhalb 






Nach Aufnahme der Rezeptoren (M3 via CME, M2 Clathrin-unabhängig) in die Zelle 
gelangen diese via Vesikeltransport in das frühe endosomale Kompartiment. Dort 
werden sie sortiert, markiert und entweder über die Recycling-Route zurück zur 
Zellmembran oder zur Degradation in die späten Endosomen transportiert. Als 
hochspezifische Markerproteine der endosomalen Kompartimente fungieren Rab-
Proteine. Rab7 befindet sich dabei in späten Endosomen und Lysosomen. Um zu 
analysieren, ob bei Vorliegen einer IC/BPS ein verstärkter Abbau von mAChR in den 
späten Endosomen erfolgt, wurde die Ko-Lokalisation von M2 bzw. M3 mit Rab7 - 
unter Verwendung von PLA – überprüft. 
 
M3/Rab7 
Die Dichte an M3/Rab7-PLA-Objekten in IC-Gewebe betrug 0,73±0,34 voxels/µm3 
und unterschied sich nicht signifikant von der Dichte an M3/Rab7-PLA-Objekten, 
welche im Kontrollgewebe bestimmt wurde (0,78±0,38 voxels/µm3; p=0,7791; siehe 
Abbildung 19 A). Betrachtete man als weiteren Analyseparameter die Lokalisation 
der M3/Rab7-Objekte, kamen mit 27,13±3,20 % in IC/BPS signifikant (p=0,0175) 
weniger Rezeptor-Protein-Objekte an den Membranen vor als im Kontrollgewebe 
(35,87±5,63 %; siehe Abbildung 19 C). 
 
M2/Rab7 
Ein anderes Ergebnis zeigte der M2-Rezeptor. Für ihn konnte in IC-Gewebe eine 
signifikant (p=0,0262) höhere Dichte an M2/Rab7-PLA-Signalen (1,36±0,88 
voxels/µm3) detektiert werden als in den Kontrollen (0,51±0,60 voxels/µm3; siehe 
Abbildung 19 B), was auf einen vermehrten Abbau des M2-Rezeptors in den späten 
Endosomen/Lysosomen hindeutet. Bezüglich der Membranlokalisation der M2/Rab7-
Objekte bestand kein signifikanter Unterschied zwischen IC und Kontrollen 
(p=0,0728; siehe Abbildung 19 D). Aber auch hier zeigte sich in IC-Gewebe eine 
Tendenz hinsichtlich einer Verschiebung der M2/Rab7-Objekte in das Zytoplasma. 








M2/Rab7 vs. M3/Rab7 
Der Vergleich der Dichten an M2/Rab7 (1,36±0,88 voxels/µm3) und M3/Rab7 
(0,73±0,34 voxels/µm3) untereinander in IC/BPS zeigte zwar keinen signifikanten 
Unterschied (p=0,2564; siehe Abbildung 19 E), jedoch bestand ein Trend hinsichtlich 
einer höheren Dichte an M2/Rab7-Objekten. Insgesamt kann somit von einer 
verstärkten Degradation des M2-Rezeptors in IC/BPS ausgegangen werden. 
Die Membranassoziation war in IC-Gewebe für M3/Rab7-Objekte (27,13±3,20 % 
membranassoziiert) signifikant (p=0,0006; siehe Abbildung 19 F) geringer als für 







Abbildung 19: Quantifizierung der endosomalen Degradation von M2 und M3 in IC/BPS und 
Kontrollgewebe. In den Boxplots sind die Membranlokalisation und Dichte an PLA-Signalen für 
M2/Rab7 und M3/Rab7 dargestellt. Dabei werden jeweils IC/BPS- (n=7) und Kontrollgewebe (n=7) 
miteinander verglichen. Jeder einzelne Datenpunkt steht für eine Patientenprobe und ergibt sich aus 
dem Mittelwert von je fünf quantifizierten Z-Stacks. Zur statistischen Analyse wurde ein Mann-
Whitney-U-Test durchgeführt: *p<0,05. Boxplots zeigen Mittelwert und Standardabweichung. Oberhalb 






Endozytierte Rezeptoren können entweder wie unter 4.3.2 beschrieben in den 
späten Endosomen abgebaut oder aber direkt vom frühen endosomalen 
Kompartiment aus recycelt und zurück zur Zelloberfläche transportiert werden. Ein 
spezifischer Traffickingmarker für Vesikel, die dem Recycling unterliegen, stellt das 
Protein Rab11 dar. Zur Analyse des Recyclings der M2- und M3-Rezeptoren wurde 
deshalb PLA mit einer Kombination aus dem jeweiligen muskarinergen Rezeptor und 
Rab11 durchgeführt (siehe Abbildung 17 G, H). 
 
M3/Rab11 
PLA in der Kombination M3/Rab11 zeigte in Detrusormyozyten von IC/BPS-Gewebe 
eine signifikant (p=0,0175) höhere Dichte an PLA-Signalen gegenüber dem 
Kontrollgewebe (IC/BPS 0,87±0,42 voxels/µm3 vs. Kontrollgewebe 0,43±0,16 
voxels/µm3; siehe Abbildung 20 A), was auf erhöhte Recyclingraten des Rezeptors in 
IC/BPS hindeutet. Die Lokalisation der M3/Rab11-Objekte dagegen unterschied sich 
in IC/BPS und Kontrollen nicht signifikant (p=0,6894; siehe Abbildung 20 C). Es 
bestand aber für IC-Gewebe ein Trend in Richtung Verschiebung der PLA-Signale in 
das Zytosol (Kontrollgewebe: 34,58±16,15 % membranassoziiert; IC/BPS: 
26,54±2,52 % membranassoziiert). 
 
M2/Rab11 
M2/Rab11-Objekte zeigten das gleiche Verhalten wie M3/Rab11. Ihre Dichte war in 
IC/BPS (0,97±0,66 voxels/µm3) verglichen mit den Kontrollen (0,36±0,12 voxels/µm3) 
signifikant erhöht (p=0,0379; siehe Abbildung 20 B), was auch hier für ein verstärktes 
Recycling des M2-Rezeptors spricht. Hinsichtlich Membranlokalisation der 
M2/Rab11-Komplexe konnte kein signifikanter Unterschied zwischen IC/BPS und 
Kontrollen ausgemacht werden, in IC-Gewebe waren aber tendenziell weniger 
Objekte an der Membran und mehr im Zytoplasma lokalisiert (Kontrollgewebe: 
50,44±15,57 % membranassoziiert; IC/BPS: 35,59±3,48 % membranassoziiert; 








M2/Rab11 vs. M3/Rab11 
Der unmittelbare Vergleich von M2/Rab11- und M3/Rab11-Objekten in IC/BPS 
lieferte keinen signifikanten Unterschied bezüglich der Dichte (M2/Rab11: 0,97±0,66 
voxels/µm3; M3/Rab11: 0,87±0,42 voxels/µm3; p=0,9656; siehe Abbildung 20 E). Da 
sie aber jeweils eine signifikant höhere Dichte gegenüber dem Kontrollgewebe 
zeigten (siehe Abschnitt M3/Rab11 und M2/Rab11), ist von einem verstärkten 
Recycling der mAChR in IC/BPS auszugehen. Die Analyse der Lokalisation der 
Rezeptor/Rab11-Objekte ergab mit einer Membranassoziation für M2/Rab11 von 
35,95±3,48 % und für M3/Rab11 von 26,54±2,52 % eine signifikant geringere 







Abbildung 20: Quantifizierung des Recyclings von M2 und M3 in IC/BPS und Kontrollgewebe. In den 
Boxplots sind die Membranlokalisation und Dichte an PLA-Signalen für M2/Rab11 und M3/Rab11 
dargestellt. Dabei werden jeweils IC/BPS- (n=7) und Kontrollgewebe (n=7) miteinander verglichen. 
Jeder einzelne Datenpunkt steht für eine Patientenprobe und ergibt sich aus dem Mittelwert von je 
fünf quantifizierten Z-Stacks. Zur statistischen Analyse wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgeführt: 
*p<0,05. Boxplots zeigen Mittelwert und Standardabweichung. Oberhalb der Boxplots zeigt ein 






5.1. Untersuchung von M2- und M3-Rezeptoren mittels PLA und IF 
Die Interstitielle Zystitis / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) ist eine überwiegend 
Frauen betreffende chronische Erkrankung der Harnblase, die v.a. durch Pollakisurie, 
Nykturie und schwerste dysurische Beschwerden gekennzeichnet ist. Ätiologie und 
Pathogenese des heterogenen Krankheitsbildes sind nicht abschließend geklärt, so 
dass pathognomonische Marker für die Diagnosestellung sowie eine kurative 
Therapie bisher fehlen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Neuhaus konnte in den 
letzten Jahren u.a. eine erhöhte Immunoreaktivität muskarinerger 
Acetylcholinrezeptoren (mAChR) in Detrusormyozyten von IC-Gewebe nachweisen. 
Allerdings zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Rezeptor-Protein- 
und Gen-Expression [3]. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung liefern 
posttranslationale Mechanismen, z.B. in Form von verändertem Rezeptor-Trafficking 
(Internalisierung, endosomale Degradation und Recycling von Rezeptoren). In dieser 
Promotionsarbeit wurde das Trafficking der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren 
M2 und M3 in Detrusormyozyten von IC-Gewebe genauer untersucht, um neue 
Hinweise auf die Pathogenese der IC/BPS zu erhalten. Dazu erfolgte die Etablierung 
des Proximity Ligation Assays (PLA) in Paraffinschnitten von IC- (n=7) und 
Kontrollgewebe (n=7) in Kombination mit konfokaler Laser Scanning Mikroskopie 
(PLA/CLSM). Der Einsatz von PLA ist hier besonders attraktiv, da diese Technik im 
Gegensatz zur herkömmlichen Immunfluoreszenz (IF) den Nachweis einer Ko-
Lokalisation zweier Proteine im Nanometerbereich ermöglicht. 
Am Universitätsklinikum Leipzig erhalten Patienten mit IC-Verdacht zum Ausschluss 
eines malignen Geschehens eine Biopsie der Harnblase, die anschließend mittels IF 
auf die Expression mAChR untersucht wird. Im ersten Punkt dieser Arbeit sollte die 
Sensitivität von PLA für den M2- bzw. M3-Rezeptor mit der Sensitivität der gängigen 
Methode der IF verglichen werden. Abbildung 15 A und B spiegelt die Ergebnisse der 
quantitativen Auswertung der Fluoreszenzintensitäten und PLA-Objekt-Dichten von 
M2 wider. Mit einer signifikanten Erhöhung der Fluoreszenzintensität des M2-
Rezeptors in IC- gegenüber Kontrollgewebe (p=0,0006), scheint diese ein guter 
Parameter zur Unterscheidung zwischen IC/BPS und Kontrollen. Dieses Ergebnis 





Spezifität der beiden Methoden (IF und PLA) genauer beurteilen zu können, wurden 
die Asymptotische Wahrscheinlichkeit (AW) und die Fläche unter der Kurve (area 
under the curve; AUC) in einer sogenannte Receiver-Operating-Characteristic-
Analyse (ROC-Analyse) berechnet. Die ROC-Analyse ist ein häufig verwendetes 
statistisches Verfahren, um diagnostische Tests zu evaluieren. Dabei weist ein guter 
Test zur Unterscheidung zweier Eigenschaften (z.B. gesund und krank) eine AUC 
nahe 1 und eine AW < 0,05 auf (siehe 3.7). 
Der Vergleich von IC/BPS und Kontrollen mittels M2-PLA zeigt signifikant höhere 
Dichten an M2-PLA-Objekten in Detrusormyozyten von IC-Patienten (p=0,0379). 
Berechnet man nun AUC und AW einer ROC-Kurve als Marker für die Sensitivität 
beider Methoden (PLA und IF), erweist sich M2-PLA mit AUC=0,837 und AW=0,035 
gegenüber der M2-IF (AUC=1; AW=0,00175) somit als weniger sensitiv. Eine 
Erklärung für den Sensitivitätsverlust von M2-PLA verglichen mit M2-IF liefert die 
Leistungsfähigkeit der beiden primären Antikörper, da die Spezifität und letztlich die 
Effizienz von PLA stets durch den am wenigsten spezifischen Antikörper limitiert 
werden [110]. In den Experimenten dieser Arbeit hat der M2-Ms-Antikörper eine 
schlechtere Spezifität als der M2-Rb, was sich in den unterschiedlichen 
Färbemustern der beiden Antikörper (siehe Abbildung 12) zeigt. Da alternative 
Antikörper, die alle Voraussetzungen für die Durchführung von PLA erfüllen (siehe 
4.1.1) zum Zeitpunkt der Experimente kommerziell nicht zur Verfügung standen, kam 
dennoch der M2-Ms-Antikörper zum Einsatz. Bezüglich der Quantifizierung der M3-
Expression in IC- und Kontrollgewebe erweist sich dagegen PLA sensitiver als die IF 
(M3-PLA: AUC=1; AW=0,00175; M3-IF: AUC=0,959; AW=0,00404), was durch eine 
höhere Spezifität der M3-Antikörper bedingt sein könnte. Allerdings fehlen bisher 
Methoden zur Überprüfung der Spezifität der jeweiligen Antikörper. 
Diese zuvor beschriebenen Sachverhalte spiegelt auch die Korrelationsanalyse von 
PLA und IF in Abbildung 16 wider. Hier zeigt sich für M2 eine deutlich schlechtere 
Korrelation zwischen PLA und IF (r2=0,476; p=0,0078) als für M3 (r2=0,698; 
p=0,0004).  
In Neuhaus et al. [3] konnte nur eine tendenzielle und keine signifikante Erhöhung 
der M3-Fluoreszenzintensität in IC/BPS festgestellt werden, während die 
immunhistologischen Untersuchungen dieser Arbeit im Vergleich zu Kontrollgewebe 





mögliche Erklärung für diesen Sachverhalt könnte in der geringen Stichprobengröße 
liegen. Neuhaus et al. quantifizierten die Muskarinrezeptorexpression in einer 
Kohorte von n=44 Patienten. In dieser Arbeit dagegen wurden aufgrund der 
aufwändigeren Methode nur n=7 verschiedene IC-Biopsien analysiert. Die sieben 
Patientenproben stammen dabei aus derselben von Neuhaus et al. verwendeten 
Kohorte. Um eine bessere Untersuchung des Traffickings der mAChR zu 
ermöglichen, wurden nur IC-Biopsien mit einer hohen M2- und M3-Expression 
ausgewählt. Durch diese Vorselektion von Patientenmaterial mit grundsätzlich 
höherer Muskarinrezeptorexpression lässt sich der Sachverhalt erklären, dass in 
dieser Arbeit eine signifikant höhere M3-Expression in IC/BPS gefunden wurde. 
Vergleicht man die Sensitivität von M2-IF, M2-PLA, M3-IF und M3-PLA 
untereinander, ist anzumerken, dass M3-PLA (AUC=1; AW=0,00175) und M2-IF 
(AUC=1; AW=0,00175) vergleichbar sensitiv bezüglich der Unterscheidung zwischen 
IC/BPS und Kontrollen sind. Aufgrund der prinzipiell höheren Spezifität von PLA 
sowie der Möglichkeit zum Nachweis von Protein-Protein-Ko-Lokalisationen (durch 
Verwendung von zwei primären Antikörpern) gegenüber der herkömmlichen IF, ist 
deshalb abzuwägen, ob man M3-PLA als weitere Methode neben der IF in der 
Diagnosestellung von IC/BPS etablieren könnte. Eine Erweiterung des Spektrums 
kommerziell zur Verfügung stehender M2-Antikörper kann zudem zu einer 
verbesserten Sensitivität und Spezifität von M2-PLA beitragen, so dass mit M2-PLA 
perspektivisch bessere Ergebnisse in der IC-Diagnostik erzielt werden könnten als 
mit der M2-IF. 
Es existieren einige weitere Arbeiten, die neben der IF mit anderen Methoden die 
Expression muskarinerger und purinerger Rezeptoren in entzündlich verändertem 
Blasengewebe untersuchen. So zeigten interessanterweise Giglio et al. [112] mittels 
Western Blot und Immunhistochemie eine erhöhte Proteinexpression von M1 und 
M5, aber nicht von M2, M3 und M4 in Harnblasengewebe von Ratten nach der 
Behandlung mit Cyclophosphamid. Weiterhin berichtet eine Studie von Kageyama et 
al. [113] von einer erhöhten mRNA-Expression der M3- und P2X3-Rezeptoren, ein 
Labeling mit radioaktiven Liganden im Rahmen der gleichen Arbeit jedoch zeigt die 
Herunterregulation der M3- und P2X3-Rezeptorexpression. In beiden Studien 
erfolgte eine Behandlung von Rattenharnblasen mit Cyclophosphamid, um eine 





in situ-Untersuchungen im Detrusor von humanen IC/BPS-Gewebe durch, was eine 
Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse liefern könnte. Es ist daher fraglich, 
ob das Cyclophosphamid-Rattenmodell ein geeignetes Modell der IC/BPS darstellt. 
Die Detektion der muskarinergen Rezeptoren mittels Western Blot hat Limitationen 
bezüglich der Rezeptorlokalisation, da in der Gewebeaufreinigung eine saubere 
Trennung der Harnblasenwandschichten nicht möglich ist. IF und PLA im Gegensatz 
erlauben eine Rezeptoranalyse inklusive zellulärer Zuordnung zu den einzelnen 
Schichten der Harnblase. 
 
5.2 Untersuchung des Traffickings von M2 und M3 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob das Trafficking der 
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 mittels PLA möglich ist und ob mit 
dieser Methodik posttranslationale Veränderungen von M2 und M3 in 
Detrusormyozyten von IC/BPS-Gewebe feststellbar sind. 
Abbildung 21 fasst die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zusammen und 
zeigt, welche Prozesse für den M3- und M2-Rezeptor aus der Literatur bekannt sind 
und welche Veränderungen im Gewebe von Patienten mit IC/BPS beobachtet 






Abbildung 21: Schematische Darstellung des Traffickings der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren 
M2 und M3 unter Berücksichtigung von Angaben aus der Literatur und eigenen experimentellen 
Beobachtungen in IC/BPS. Die Bedeutung der Symbole und Pfeile werden in der Abbildungslegende 
erklärt. Die Zahlen in eckigen Klammern geben die jeweilige Literatur (zu finden im 
Literaturverzeichnis) an. 
 
5.2.1 Rezeptorinternalisierung via Clathrin 
Das 1975 durch Barbara Pearse in ummantelten Vesikeln in Schweinehirn entdeckte 
Clathrin ist heutzutage eines der bedeutendsten Moleküle bei den Prozessen 
Endozytose und intrazelluläres Trafficking [114, 115]. Zur Untersuchung der Clathrin-
vermittelten Endozytose (CME) der mAChR erfolgte deshalb in dieser Arbeit die 
Durchführung des PLA mit einer Kombination von Antikörpern gegen M2 bzw. M3 
und Clathrin. Findet eine CME - wie unter 1.4.1 beschrieben - statt, ist von einer 
engen räumlichen Beziehung des Rezeptors mit Clathrin-Molekülen und folglich einer 
Ausbildung von PLA-Signalen auszugehen. 
Betrachtet man die Dichte an M3/Clathrin- und M2/Clathrin-PLA-Objekten, so erweist 
sich diese in IC/BPS signifikant erhöht gegenüber den Kontrollen (Abbildung 18 A 
und B). Diese Beobachtung könnte vermuten lassen, dass in IC-Gewebe sowohl M2 
als auch M3 Clathrin-vermittelt endozytiert werden. Ein Clathrin-vermittelter Abbau 





konnten Popova und Rasenick [91] und einige weitere Arbeiten unter 
physiologischen Bedingungen eine Clathrin-vermittelte Internalisierung des M3-
Rezeptors nachweisen [88–90]. Der M2-Rezeptor allerdings wird mehreren Arbeiten 
zufolge normalerweise Clathrin-unabhängig endozytiert [88, 89, 94–97]. Neben der 
Dichte wird in dieser Arbeit auch die Membranlokalisation von Rezeptor/Clathrin-
PLA-Objekten untersucht. Abbildung 18 C und D zeigt, dass unter physiologisch 
ähnlichen Bedingungen (im Kontrollgewebe; siehe 3.1) mehr M2/Clathrin-PLA-
Objekte an der Membran lokalisiert sind als M3/Clathrin-PLA-Objekte 
(Membranassoziation in Ko: M2/Clathrin 43,96±10,65 %; M3/Clathrin 28,47±8,36 %). 
Diese Beobachtung stärkt die Literaturdaten [88, 89, 94–97], denen zufolge M2 
CME-unabhängig internalisiert wird. Die geringere Membranassoziation von 
M3/Clathrin-PLA-Objekten spricht gleichzeitig für einen - wie in der Literatur 
beschrieben [88–91] Clathrin-vermittelten Abbau von M3. Denn wird der M3-
Rezeptor via CCV in das Zytoplasma aufgenommen, erfolgt seine Abschnürung von 
der Zellmembran. Folglich sind weniger Rezeptoren an der Zytoplasmamembran und 
mehr in zytoplasmatisch lokalisierten Vesikeln zu erwarten, was die 
Membranlokalisation der Rezeptor/Clathrin-PLA-Objekte als Parameter zur 
Beurteilung der CME prädestiniert. 
Betrachtet man nun die Membranlokalisation von M3/Clathrin-PLA-Objekten in 
IC/BPS und Kontrollen (siehe Abbildung 18 C), so zeigt sich in IC-Gewebe eine 
signifikante Verschiebung der M3/Clathrin-PLA-Objekte in das Zytoplasma 
(p=0,0262). Für M2 konnte dies jedoch nicht beobachtet werden (siehe Abbildung 
18 D). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass in IC/BPS eine verstärkte 
Internalisierung des M3-Rezeptors via CME erfolgt. Dabei könnte es sich um eine 
pathogenetische oder auch regulatorische Veränderung im Rahmen der IC/BPS 
handeln (siehe Abbildung 21). Denn sowohl IF als auch PLA zeigen in dieser Arbeit 
eine verstärkte Expression von M3-Rezeptoren in IC/BPS. Eine Möglichkeit, diesem 
erhöhten Rezeptorbesatz entgegenzuwirken und wieder physiologische Verhältnisse 
herzustellen, könnte in einer, mit den Experimenten dieser Arbeit gezeigten, 
gesteigerten CME von M3 bestehen. 
Die These des bereits erwähnten CME-vermittelten Abbaus von M3 im Gegensatz zu 
M2 wird durch folgenden Sachverhalt noch gestärkt: In der unter 1.3.1 (siehe 





Kopplung an ein G-Protein der Gq-Familie. Dadurch wird die Phospholipase C 
aktiviert, die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und 
Insitol-1,4,5-trisphosphat (IP3) hydrolysiert [29]. PIP2 und IP3 wiederum interagieren 
mit dem Adaptorprotein AP-2 der CME. AP-2 ermöglicht letztendlich eine über 
β-Arrestin vermittelte Bindung des M3-Rezeptors an in der Plasmamembran 
befindliche Clathrinmoleküle [116]. Der M2-Rezeptor hingegen vermittelt seine 
Signaltransduktion über die Interaktion mit Proteinen der Gi-Familie und 
anschließender Inhibierung der Adenylatcyclase. PIP2 und IP3 mit Affinität zu AP-2 
und Clathrin spielen dabei keine Rolle. 
Stattdessen beschreiben die Studien von Feron et al. [98] und Dessy et al. [99] am 
Beispiel von Herzmuskelzellen eine Caveolae-vermittelte Endozytose des M2-
Rezeptors (siehe 1.4.2). Dessy et al. zeigen dabei, dass dieser Prozess Dynamin-
abhängig verläuft. Da diese Beobachtung in Kontrast zu anderen Studien steht, die 
eine Dynamin-unabhängige Internalisierung des M2-Rezeptors in transfizierten HEK-
Zellen beschreiben [96, 117], empfehlen Dessy et al., Untersuchungen an 
Nativgewebe durchzuführen. In der vorliegenden Arbeit wird das M2-Rezeptor-
Trafficking an paraffiniertem humanen Harnblasengewebe untersucht. Zwar wird 
dazu PLA nur in der Kombination M2/Clathrin und nicht M2/Caveolin durchgeführt, 
jedoch kann laut Pascual-Lucas et al. [118] während des Internalisierungsprozesses 
über Caveolae eine Ko-Lokalisation von Clathrin und Caveolin-1 auftreten. Da die 
Untersuchung des Rezeptor-Traffickings mittels PLA jedoch nur eine 
Momentaufnahme eines dynamischen intrazellulären Prozesses erfasst, muss eine 
erhöhte Ko-Lokalisation beider Proteine nicht zwangsläufig für eine gesteigerte 
Aktivität des entsprechenden Prozesses (hier CME) sprechen. Somit ließe sich, 
durch die Ko-Lokalisation von Caveolin-1 und Clathrin [118], die in dieser Arbeit 
beobachtete erhöhte Dichte an M2/Clathrin-PLA-Objekten (siehe Abbildung 18 B) 
erklären. 
Zusammenfasend kann gesagt werden, dass die Analyse der Membranlokalisation 
von M3/Clathrin-PLA-Objekten für eine verstärkte CME von M3 im Detrusor von 
IC/BPS-Gewebe spricht. Zusätzlich ist die Dichte an M2/Clathrin-PLA-Objekten in 
IC/BPS erhöht. Um abschließend zu klären, ob der M2-Rezeptor - wie von Dessy et 
al. in Herzmuskelzellen gesehen - auch in Harnblasengewebe Caveolae-vermittelt 





Clathrin-vermittelter Abbau von M2 eine pathogenetische Veränderung im Rahmen 
der IC/BPS darstellt (siehe Abbildung 21), sind weiterführende Experimente (z.B. 
PLA in der Kombination M2/Caveolin) notwendig. 
 
5.2.2 Rezeptordegradation in späten Endosomen 
Nach ihrer Internalisierung unterliegen die Muskarinrezeptoren einem intrazellulären 
Trafficking, welches maßgeblich durch Interaktion mit Rab-Proteinen beeinflusst wird 
[103, 119]. Rab-Proteine gehören zur Familie der niedermolekularen GTP-bindenden 
Proteine und sind wesentlich an den Prozessen der Ladungssortierung, 
Vesikelbildung und -transport sowie ihrer Fusion mit Membranen beteiligt (siehe 
1.4.4). Weit über 60 verschiedene Rab-Proteine spielen beim intrazellulären 
Trafficking eine Rolle [87] und ihre Dysfunktion kann zu schwerwiegenden 
neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung 
Typ II (Rab7), Chorea Huntington (Rab11) oder Alzheimer (Rab11) führen [120–122].  
Rink et al. [123] zeigten, dass Rab7 die Reifung von frühen zu späten Endosomen 
reguliert und überwiegend in den späten Endosomen lokalisiert ist. Deshalb wurde in 
dieser Arbeit PLA mit der Kombination aus Antikörpern gegen M2 bzw. M3 und Rab7 
durchgeführt, um Aussagen über die endosomale Degradation der mAChR in 
Detrusormyozyten von IC/BPS- und Kontrollgewebe zu erhalten.  
Die Experimente zeigen dabei signifikant höhere Dichten an M2/Rab7-PLA-Objekten 
in IC/BPS gegenüber den Kontrollen (siehe Abbildung 19 B). Für die Kombination 
M3/Rab7 dagegen kann kein signifikanter Unterschied zwischen IC-Gewebe und 
Kontrollen ermittelt werden (siehe Abbildung 19 A). Dieses Ergebnis würde dafür 
sprechen, dass in IC/BPS-Gewebe ein verstärkter endosomaler Abbau des M2-
Rezeptors erfolgt, während für den M3-Rezeptor kein Hinweis auf verstärkte 
Degradation in den späten Endosomen besteht. Diese Beobachtung passt gut zu der 
von Thangaraju et al. [124] und van Koppen et al. [88] beschriebenen Kinetik der 
mAChR, nach welcher M2 im Gegensatz zu M3 nicht recycelt wird (siehe 
Abbildung 21). Da die internalisierten M2-Rezeptoren trotzdem zellulär prozessiert 
werden müssen, erfolgt ihre endosomale Degradation [88, 97]. 
Weiterhin kann beobachtet werden, dass die Membranlokalisation von M3/Rab7-
PLA-Objekten in IC/BPS signifikant geringer als im Kontrollgewebe ist (siehe 





seine verstärkte CME (siehe Abbildung 18 A und C) vermehrt im Zytoplasma 
lokalisiert ist, wo ein Aufeinandertreffen mit Rab7-Molekülen möglich ist. Jedoch ist 
hier auf Einschränkungen zu achten: Das in dieser Arbeit zur Membranmarkierung 
verwendete Weizenkeimagglutinin (WGA) bindet Sialinsäure und 
N-Acetylglucosamin-Rückstände und kann somit prinzipiell alle membranösen 
Strukturen einer Zelle detektieren. Allerdings ist Sialinsäure zu 66 % auf der 
extraplasmatischen Seite der Plasmamembran lokalisiert [125]. Aus diesem Grund 
und sicher auch auflösungsbedingt, stellt sich in den Mikroskopaufnahmen und 3D-
Rekonstruktionen der Z-Stacks nur die Zytoplasmamembran der Detrusorzellen 
deutlich dar, so dass diese als Bezugspunkt für die schon mehrfach erwähnte 
Membranlokalisiation fungiert. Die späten Endosomen sind zwar membranumhüllte, 
aber intrazellulär, zytoplasmatisch lokalisierte Zellorganellen, deren Membran in 
diesen Experimenten nicht sicher dargestellt werden kann. Deshalb erweist sich die 
Membranlokalisation hier - im Gegensatz zur an der Zytoplasmamembran 
ablaufenden CME - als kein zuverlässiger Parameter zur Beurteilung der 
endosomalen Degradation. Für eine korrektere Interpretation des Abbaus von M2 
und M3 in späten Endosomen sollte daher besser die Dichte an Rezeptor/Rab7-PLA-
Objekten herangezogen werden.  
Für eine zuverlässigere quantitative Beurteilung und Verifizierung dieser Ergebnisse 
wäre eine weitere Etablierung von PLA/CLSM beispielsweise in 
Zellkulturexperimenten empfehlenswert. In solchen Experimenten, wie z.B. von Wan 
et al. [97] beschrieben, könnten fluoreszierende M2- und M3-Rezeptoren mittels 
Plasmiden in glatten Muskelzellen überexprimiert und anschließend der endosomale 
Abbau z.B. mittels Bafilomycin A1 inhibiert [126] werden. An diesen vorbehandelten 
Zellen müsste dann PLA für M2 bzw. M3/Rab7 durchgeführt werden, um genauere 
quantitative Werte für den endosomalen Abbau zu definieren. 
 
5.2.3 Rezeptorrecycling 
Neben der endosomalen Degradation mit anschließendem lysosomalen Abbau ist 
prinzipiell auch ein Recycling der Muskarinrezeptoren zurück zur Zellmembran 
möglich. Wesentlicher Bestandteil dieser Trafficking-Route ist das endozytotische 
Recycling-Kompartiment (ERC), welches durch die Anwesenheit von Rab11 





Hinweise auf das Recycling der mAChR in IC/BPS und Kontrollen zu erhalten, wurde 
deshalb PLA für die Antikörperkombinationen M2/Rab11 und M3/Rab11 durchgeführt 
und mittels CLSM ausgewertet. 
Hierbei können sowohl in IC/BPS als auch in den Kontrollen Rezeptor/Rab11-PLA-
Objekte detektiert werden. In Abbildung 20 A und B ist in IC-Gewebe eine signifikant 
erhöhte Dichte an Rezeptor/Rab11-PLA-Signalen gegenüber den Kontrollen 
erkennbar. Diese Beobachtung spricht dafür, dass beide Rezeptoren M2 und M3 in 
IC-Gewebe einem verstärkten Recycling unterliegen, was die erhöhte M2- und M3-
Expression in IC/BPS erklären würde. Das vermehrte Recycling von M3 könnte dabei 
aber auch eine Gegenregulation zum Ausgleich der erhöhten CME des M3-
Rezeptors darstellen. Die genauen Mechanismen bleiben vorerst unklar.  
Verschiedene experimentelle Arbeiten haben allerdings gezeigt, dass der M2-
Rezeptor im Gegensatz zu M1, M3, M4 und M5 nicht recycelt wird [88, 96, 124, 127]. 
Möglicherweise stellt das M2-Rezeptor-Recycling eine pathogenetische Veränderung 
im Rahmen der IC/BPS dar, wodurch sich die von Neuhaus et al. beschriebene 
erhöhte M2-Rezeptorexpression erklären ließe (siehe Abbildung 21). 
Neben der Dichte an PLA-Objekten steht noch der Parameter der 
Membranlokalisation für die Beurteilung des Recyclings zur Verfügung (siehe 
Abbildung 20 C und D). Jedoch können die Rezeptoren während des 
Recyclingprozesses sowohl im Zytoplasma als auch membranständig lokalisiert sein, 
so dass die Lokalisationsanalyse nur wenig aussagekräftig ist. Kobayashi et al. [128] 
beschreiben beispielsweise - neben Rab11 - den Transferrin-Rezeptor und die kleine 
GTPase Arf6 als endozytotische Recycling-Marker mit unterschiedlicher 
intrazellulärer Lokalisation. Würde man PLA für M2 und M3 und die einzelnen zuvor 
genannten Marker durchführen, könnte sich eine vergleichende Lokalisationsanalyse 
also als sinnvoll erweisen. Zur besseren Beurteilung des gesamten hoch komplexen 
Recyclingprozesses raten Kobayashi et al. zu einer Kombination von endosomalen 
Recycling-Markern. 
 
5.3 Rolle von PLA in der Untersuchung des Rezeptor-Traffickings 
Neben PLA ist die Analyse des Rezeptor-Traffickings u.a. durch folgende Methoden 
möglich: Beispielsweise kann durch die Bestimmung von membrangebundenen 





Rezeptoren in nicht fixierten Zellen getroffen werden [129]. Unspezifische Bindungen 
der Antikörper lassen hier allerdings einen starken methodischen Hintergrund 
entstehen. 
Eine weitere Methode zur Untersuchung der Rezeptorinternalisierung stellt die TIRF-
Mikroskopie (total internal reflection fluorescence) dar. Dabei können Fluoreszenz-
gelabelte Rezeptoren und ihre Internalisierung durch die Lipidmembran in Echtzeit 
an Nativgewebe beobachtet werden. Sie ist jedoch nicht zur Beurteilung des 
intrazellulären Rezeptor-Traffickings geeignet [130]. 
Zur Quantifizierung zytoplasmatischer oder membranständiger Rezeptoren kann die 
Untersuchung von fraktionierten Zelllysaten erfolgen [131]. Diese ist prinzipiell an 
Patientengewebe möglich, die Qualität der Aufreinigung gestaltet sich aber meist 
schwierig. Schließlich kann das Rezeptor-Trafficking wie unter 5.2.2 beschrieben 
durch Überexpression fluoreszierender Rezeptoren in Zellen mittels Plasmiden [97] 
experimentell untersucht werden. 
Alle eben aufgeführten Methoden besitzen den großen Nachteil, dass sie mit in der 
klinischen Routine gewonnenem Patientenmaterial nicht oder nur schwer 
durchführbar sind. PLA dagegen ist ein verhältnismäßig einfach handhabbares 
Verfahren, welches nicht auf eine bestimmte Vorbehandlung des Gewebes 
angewiesen ist. Für die Analyse von Harnblasenbiopsien mittels PLA werden diese 
intraoperativ entnommen und anschließend noch im OP (wie für die 
pathohistologische Untersuchung) mit Formalin fixiert. Erst im Forschungslabor 
erfolgt dann die Paraffineinbettung, das Schneiden und Aufziehen der 
Präparateschnitte auf Objektträger. PLA erfordert also keinen Mehraufwand in der 
Probengewinnung und –behandlung für das klinische Personal. Ein weiterer Vorteil 
von PLA ist die Multiplexbarkeit, d.h. durch verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe 
können unterschiedliche Zellkompartimente angefärbt werden. Außerdem ist die 
Kombination von PLA und herkömmlicher IF im selben Präparat möglich. 
Allerdings müssen auch die Limitierungen von PLA bedacht werden. Dabei spielt v.a. 
die Spezifität der verwendeten Antikörper eine bedeutende Rolle. Es muss immer in 
Betracht gezogen werden, dass die beiden verwendeten primären Antikörper, wenn 
auch in geringem Maße und trotz Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mittels 
Milchpulver/BSA, unspezifisch an andere Antigene binden könnten. Befinden sich 





entsteht ebenfalls ein PLA-Signal, ohne dass eine Ko-Lokalisation der eigentlich zu 
untersuchenden Proteine stattfindet. Zu Vereinfachung soll dieses Phänomen als 
„PLA-Hintergrund‟ bezeichnet werden. Um den „PLA-Hintergrund‟ zu reduzieren, 
könnte man zwei PLA-Experimente mit jeweils unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen in einer Gewebeprobe durchführen, wobei für den ersten 
Farbstoff eine Kombination aus z.B. M2-Rb/Clathrin und für den zweiten Farbstoff 
eine Kombination aus M2-Ms/Clathrin verwendet werden könnte. Durch Analyse der 
sich überschneidenden PLA-Signale würde demzufolge eine deutliche Steigerung 
der Spezifität erreicht werden. Somit wäre die Wahrscheinlichkeit, dass beide 
Antikörperpaare zum gleichen „PLA-Hintergrund‟ führen, verschwindend gering. Der 
Nachteil dieser Methode besteht darin, dass primäre Antikörper aus verschiedenen 
Spezies mit möglichst hoher Spezifität sowie verschiedene PLA-Kits benötigt werden. 
 
Insgesamt stellt PLA dennoch eine spezifische, hochauflösende (siehe 3.3) und 
damit vielversprechende Methode in der Analyse des Rezeptor-Traffickings in 
Detrusormyozyten von IC/BPS dar und sollte zwecks Untersuchung der Pathogenese 
der interstitiellen Zystitis weiter etabliert werden. 
 
5.4 Bedeutung des veränderten Rezeptor-Traffickings für die IC/BPS 
Die Pathogenese der IC/BPS ist bisher nicht vollständig verstanden und zahlreiche 
Mechanismen, wie unter 1.2.3 erläutert, werden diskutiert. In der vorliegenden Arbeit 
wird mittels PLA untersucht, ob posttranslationale Veränderungen im Trafficking der 
muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 im Detrusor der Harnblase 
Einfluss auf die Entstehung des Krankheitsbildes haben können.  
Bezüglich des Traffickings von M3, der in dieser Arbeit gegenüber Kontrollgewebe 
eine erhöhte Expression in Detrusormyozyten in IC/BPS zeigt, sprechen die 
Ergebnisse der Experimente für eine verstärkte Internalisierung von M3 via CME 
sowie für ein verstärktes Recycling von M3 in IC/BPS. Die vermehrte Internalisierung 
kann dabei einen Prozess zur Herunterregulation, der durch erhöhte Recyclingraten 
vermehrt exprimierten M3-Rezeptoren, darstellen. Des Weiteren ergeben sich 
Hinweise auf einen endosomalen Abbau von M3, der sich aber in IC/BPS nicht 





dieser Arbeit die Hypothese, dass das vermehrte Recycling des M3-Rezeptors für die 
erhöhte M3-Expression auf der Zellmembran bei IC/BPS verantwortlich ist. 
Für den M2-Rezeptor, der im Detrusor von IC-Gewebe signifikant erhöht exprimiert 
wird, zeigt sich eine erhöhte Assoziation mit Clathrin, was sowohl auf einen 
Caveolae-vermittelten Abbau (Erläuterungen siehe 1.4.2 und 5.2.1) als auch auf eine 
in IC/BPS pathogenetisch veränderte Internalisierung von M2 via CME hinweisen 
kann. Außerdem wird ein verstärktes Recycling von M2 in IC-Gewebe beobachtet, 
welches ursächlich für die Überexpression von M2 sein könnte. Des Weiteren deuten 
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf einen verstärkten endosomalen Abbau 
von M2 als möglichen Gegenregulationsmechanismus zur erhöhten M2-Expression 
hin, der aber offenbar den vermehrten M2-Transport zur Plasmamembran nicht 
auffangen kann. 
Interessanterweise könnten die beobachteten erhöhten Expressionen von M2 und 
M3 und die Rezeptorinternalisierung pathophysiologisch bedeutsame Konsequenzen 
haben. Unter 5.2.1 wurden für den M2-Rezeptor die im Rahmen dieser Arbeit 
beobachteten Möglichkeiten der Endozytose diskutiert, darunter auch die Caveolae-
vermittelte Endozytose nach Agonist-Stimulation [99]. Diese kann zur Aktivierung der 
in den Caveolae lokalisierten endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) 
führen, die bei der Oxidation von Arginin zu Citrullin NO bildet. Neben der eNOS gibt 
es zwei weitere NOS-Isoformen, die iNOS (induzierbare NO-Synthase) und die 
nNOS (neuronale NO-Synthase). Nach der Freisetzung von NO aus Endothelzellen 
oder Neuronen erfolgt seine Ausbreitung durch Diffusion. NO als Signalmolekül 
aktiviert die lösliche Guanylatzyklase, was zur erhöhten Bildung von cGMP und somit 
zur Aktivierung der Proteinkinase G führt. Diese aktiviert die Myosin-Leichtketten-
Phosphatase, wodurch Myosin dephosphoryliert und folglich die glatte Muskulatur 
relaxiert wird. NO ist somit verantwortlich für die Regulation des Gefäßtonus im Sinne 
einer Vasodilatation. Außerdem ist es Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr 
und hat antioxidative, zytoprotektive und antiproliferative Eigenschaften. Andererseits 
ist NO bei Langzeitausschüttung maßgeblich an inflammatorischen Prozessen 
beteiligt. Dabei bewirkt es eine Erhöhung der Gefäßpermeabilität, Vasodilatation, 
Gewebeschäden und Apoptose [132]. 
Sind, wie im Detrusor bei IC/BPS beobachtet, viele M2-Rezeptoren vorhanden, 





verstärkten Aktivität der eNOS und folglich erhöhter NO-Produktion einhergehen 
kann. Zusätzlich kann die Aktivität der eNOS durch Phosphorylierung am Serin 1177 
gesteigert werden [133], was Ahmed et al. nach Stimulierung des M3-Rezeptors 
beobachteten [134]. Somit könnte auch die erhöhte M3-Expression in IC/BPS die 
NO-Produktion beeinflussen. Eine weitere Verbindung zur eNOS und IC/BPS liefert 
die Studie von Sancho et al. [135]. In ihrer Arbeit zeigen sie, dass bei 
Cyclophosphamid-induzierter Zystitis in Rattenharnblasen (Modell der IC/BPS) 
mRNA- und Proteinexpression der eNOS erhöht sind, bei gleichzeitiger 
Herunterregulation von iNOS und nNOS. Die Hochrregulation der eNOS in 
Cyclophosphamid-behandelten Rattenharnblasen könnte in einer vermehrten 
Freisetzung von freien Radikalen resultieren, die dann bei insgesamt niedrigerer NO-
Verfügbarkeit (durch Herunterregulation von nNOS und iNOS) zu einer Überaktivität 
der Harnbalase führen können, da NO eine wichtige Rolle bei der cGMP-vermittelten 
Relaxation der glatten Muskulatur des Urogenitaltraktes spielt [136]. Zusätzlich 
beobachteten Yanai et al. [137] in Meerschweinchenharnblasen, dass NO 
paradoxerweise auch eine Kontraktion glatter Muskulatur bewirken kann. Der genaue 
Mechanismus ist nicht geklärt, ein cGMP-unabhängiger Prozess mit Stimulierung der 
intrazellulären Ca2+-Freisetzung wird diskutiert. Ein von Ehrén et al. [138] 
beobachteter 20-fach erhöhter NO-Spiegel in der Harnblase von IC-Patienten könnte 
durch die oben beschriebene M2- und M3-vermittelte verstärkte Aktivierung der 
eNOS erklärt werden und mit einer vermehrten Spontankontraktion des Detrusors in 
Zusammenhang stehen. Interessanterweise konnten Ehrén et al. [138] zeigen, dass 
die Gabe von Cyclosporin A in Patienten mit IC/BPS die Menge an NO im Urin 
signifikant reduziert [139]. Es ist bekannt, dass Cyclosporin A die durch M3 induzierte 
Phosphorylierung der eNOS reduziert und das Enzym damit inhibiert [140]. Weiterhin 
berichten Simonis et al. [141], dass eine chronische Verabreichung von 
Cyclosporin A die Aktivität der Adenylatcylase erhöht, die durch aktivierte M2-
Rezeptoren inhibiert wird, ohne jedoch dabei die mAChR zu beeinflussen. Da 
Cyclosporin A die eNOS über oben genannte Mechanismen inhibiert, durch die M2 
und M3-Rezeptoren die eNOS normalerweise aktivieren, könnte eine „Überaktivität‟ 
von M2- und M3-Rezeptoren die erhöhte NO Konzentration im Urin von IC-Patienten 
erklären. Diese „Überaktivität‟ wiederum könnte durch eine gesteigerte M2- und M3-





gezeigten erhöhten Recyclingraten der Rezeptoren bedingt sein könnte, was mittels 
in vitro-Versuchen näher untersucht werden sollte. Insgesamt lassen sich durch 
gesteigerte NO-Spiegel bedingte Mechanismen wie erhöhte Gefäßpermeabilität, 
inflammatorische Prozesse, Endothelschäden, oxidativer Stress und Apoptose mit 
dem Krankheitsbild der IC/BPS in Zusammenhang bringen.  
Um die „Überaktivität‟ der mAChR zu hemmen, erhalten IC-Patienten häufig 
Anticholinergika. Weil mAChR aber nicht nur in der Harnblase, sondern in vielen 
weiteren Organsystemen exprimiert werden [142], geht eine anticholinerge Therapie 
mit vielen Nebenwirkungen einher. Dazu gehören beispielsweise Mundtrockenheit, 
Obstipation, Tachykardie, Wärmeintoleranz, Akkomodationsstörungen oder eine 
Augeninnendruckerhöhung. Da alle fünf Subtypen der mAChR (M1-M5) auch im Hirn 
vorkommen [142] und Anticholinergika die Blut-Hirn-Schranke überwinden können, 
sind zusätzlich zentralnervöse Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Übelkeit, 
Verwirrtheitszustände, Konzentrationsstörungen, Halluzinationen bis hin zum Delir 
möglich. Gerade bei älteren Patienten verstärken sich die anticholinergen Effekte 
aufgrund von pharmakodynamischen und -kinetischen Interaktionen bei 
Polypharmakotherapie und einer erhöhten Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke, 
weshalb die Anwendung von Anticholinergika im Alter kritisch zu betrachten ist [143, 
144]. Um die Nebenwirkungen zu minimieren, wurden bereits selektive 
Anticholinergika entwickelt. Da die Detrusorkontraktion hauptsächlich M3-vermittelt 
erfolgt [67], werden nicht selten die M3-selektiven Anticholinergika Darifenacin und 
Solifenacin bei Blasenfunktionsstörungen eingesetzt. In der Therapie von IC/BPS 
zeigen sie jedoch nur selten zufriedenstellende Ergebnisse. Deshalb gilt es, weitere 
Pathomechanismen der IC zu erforschen, um neue Angriffspunkte für wirksamere 
und nebenwirkungsärmere Therapien zu erhalten. Basierend auf den 
Beobachtungen des intrazellulären Rezeptor-Traffickings in der vorliegenden Arbeit, 
wäre z.B. eine gezielte Therapie gegen Rab11 denkbar, um durch Begrenzung des 
Rezeptorrecyclings die M2-und M3-Rezeptorexpression zu senken. Aber 
wahrscheinlich wäre auch hierbei mit starken Nebenwirkungen zu rechnen, da ein 
Verlust des Rab11-Gens bei Mäusen bereits intrauterin letal ist [145]. 
Zusammenfassend betrachtet, lassen sich mit den durchgeführten Experimenten der 
Arbeit tatsächlich Veränderungen des intrazellulären Rezeptor-Traffickings von M2 





bezüglich der Erkrankung vereinbaren. Bisher ist unklar, ob die NO-Erhöhung einen 
Teil der Pathogenese der IC oder einen sekundären Prozess im Rahmen der 
inflammatorischen Reaktion darstellt [146]. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass die erhöhte NO-Produktion in 
Zusammenhang mit veränderter Rezeptorexpression und verändertem Trafficking 
durchaus einen Pathogenesefaktor der Erkrankung darstellen kann. Es bedarf 
allerdings noch vieler weiterführender Untersuchungen, um Ätiologie und 
Pathogenese der IC vollständig zu verstehen und eine wirksame Therapie zu 
entwickeln. Den muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 mit ihrer 
Signaltransduktion und verändertem Trafficking könnte dabei eine bedeutende Rolle 
zuteilwerden. 




6 Thesenhafte Zusammenfassung  
 
Im Detrusor von IC/BPS-Patienten zeigte sich eine signifikant erhöhte 
Immunoreaktivität von M2 und eine tendenzielle Erhöhung von M3, aber keine 
veränderte Genexpression dieser mAChR [3]. 
 
Ein verändertes Rezeptor-Trafficking könnte die Ursache für die beobachteten 
Unterschiede in der Häufigkeit sein. 
 
PLA/CLSM stellt eine hochauflösende fluoreszenzbasierte Methode zur 
Untersuchung von Protein-Protein-Ko-Lokalisationen dar und erlaubt die 
Untersuchung der Ko-Lokalisation von M2 bzw. M3 mit Markern des intrazellulären 
Traffickings. 
 
Clathrin als Marker der Clathrin-vermittelten Endozytose (CME), Rab7 als Marker der 
späten Endosomen und Rab11 als Marker des Recyclingkompartiments kommen in 
der Untersuchung des Traffickings zur Anwendung. 
 
In der vorliegenden Studie waren M2 und M3 im Detrusor der IC/BPS-Gruppe 
gegenüber der Kontrollgruppe signifikant erhöht. 
 
Bezüglich des Traffickings von M2... 
...zeigte sich ein verstärkter endosomaler Abbau als möglicher 
Gegenregulationsmechanismus der erhöhten Rezeptoranzahl. 
...zeigte sich ein verstärktes Recycling, welches für eine erhöhte 
Rezeptoranzahl verantwortlich sein könnte. 











Bezüglich des Traffickings von M3... 
...zeigte sich eine verstärkte CME als möglicher Gegenregulationsmechanismus 
der erhöhten Rezeptoranzahl. 
...liegen Hinweise auf einen endosomalen Abbau als möglichen 
Gegenregulationsmechanismus zur Erhöhung der Rezeptoranzahl vor. 
...zeigte sich ein verstärktes Recycling, welches der verstärkten Internalisierung 
entgegenwirken und für eine erhöhte Rezeptoranzahl verantwortlich sein 
könnte. 
 
Eine Caveolae-vermittelte Internalisierung von M2 mit Verbindung zum NO-Signalling 
wird diskutiert: Eine möglicherweise durch verändertes Trafficking erhöhte 
Expression von M2 und M3 könnte ursächlich für eine erhöhte NO-Produktion in 
IC/BPS sein. 
 
Es gibt somit Veränderungen im Trafficking von M2 und M3 im Detrusor von IC/BPS, 
die einen Pathogenesefaktor in der Entstehung von IC/BPS darstellen könnten. 
 
Es bedarf allerdings weiterführender Untersuchungen, um Ätiologie und 
Pathogenese der IC/BPS vollständig zu verstehen und eine wirksame Therapie zu 
entwickeln. Den muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 und ihrem 
veränderten Trafficking könnte dabei eine bedeutende Rolle zuteilwerden. 




7 Zusammenfassung der Arbeit 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades: Dr. med. 
 
Titel:   Trafficking der muskarinergen Acetylcholinrezeptoren in 
  Detrusorzellen bei IC/BPS. Eine immunhistochemische 
  Studie unter Verwendung des Proximity Ligation Assays 
  (PLA). 
 
eingereicht von:  Luise Herbst 
 
angefertigt an / in:   Universität Leipzig, Medizinische Fakultät 
Klinik und Poliklinik für Urologie, Forschungslabor 
 





Die Interstitielle Zystitis / Bladder Pain Syndrome (IC/BPS) ist eine chronische 
Erkrankung der Harnblase, die v.a. durch die Symptome suprapubischen 
Druckschmerz, Blasenfüllungsschmerz, Pollakisurie, Nykturie und plötzlich 
einsetzenden, immer wiederkehrenden Harndrang (Urgency) gekennzeichnet ist, 
ohne dass andere Pathologien des Urogenitaltraktes vorliegen [5]. Die Inzidenz liegt 
bei 1,2 Neuerkrankungen auf 100 000 Einwohner [8]. Das mittlere Erkrankungsalter 
beträgt 40 Jahre und Frauen sind 9-10 mal häufiger betroffen als Männer [9, 10, 13]. 
Ätiologie und Pathogenes des Krankheitsbildes sind noch nicht abschließend geklärt. 
Zurzeit wird von einem multifaktoriellen Krankheitsgeschehen ausgegangen. Zu den 
möglichen Entstehungsmechanismen zählen urotheliale Dysfunktion [10, 12, 16, 
147], chronische Inflammation durch Mastzellaktivierung [23], erhöhte Spiegel an 
Antiproliferativem Faktor (APF) und Stickstoffmonoxid (NO) [138], vermehrte 
Sekretion von Nerve Growth Factor [21], verstärkte Aktivierung apoptotischer 




Signalkaskaden [33–35], hormonelle Veränderungen [10], eine autoimmune Genese 
[36–38] sowie veränderte Rezeptorexpressionsmuster von Detrusormyozyten [3].  
Derzeit existiert keine allgemein akzeptierte Diagnostik. Neben Anamnese und 
urodynamischen Untersuchungen müssen andere Pathologien des Urogenitaltraktes 
ausgeschlossen werden. Dazu sollte auch eine Zystoskopie mit diagnostischer 
Blasendehnung und Biopsie durchgeführt werden, wobei auf IC-typische 
Veränderungen der Blasenschleimhaut zu achten ist [40].  
Eine kausale Therapie ist aufgrund unvollständig geklärter Pathogenese-
mechanismen bisher nicht möglich. Die grundlegenden Therapieprinzipien basieren 
auf der Wiederherstellung der Epithelfunktion, der Suppression neuronaler Aktivität 
und der Kontrolle von IC/BPS-assoziierten Allergien [42]. Dabei kommen oral und 
intravesikal applizierte Medikamente zum Einsatz, sowie verschiedene operative 
Therapien. Die Ultima Ratio stellt die Zystektomie dar.  
 
Die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Neuhaus hat in den vergangenen Jahren 
Biopsiegewebe von IC-Patienten histologisch und molekularbiologisch untersucht 
und dabei u.a. veränderte Expressionsmuster muskarinerger Acetylcholinrezeptoren 
(mAChR) im Detrusor festgestellt, ohne dass eine signifikante Korrelation zwischen 
der Rezeptor-Protein- und Gen-Expression bestand [3]. Eine mögliche Erklärung 
könnten posttranslationale Mechanismen - z.B. in Form von verändertem Rezeptor-
Trafficking - liefern. Unter Rezeptor-Trafficking versteht man Prozesse der 
Rezeptorinternalisierung, des endosomalen Abbaus und des Rezeptorrecyclings.  
 
Ziel dieser Promotionsarbeit war es, das intrazelluläre Trafficking der muskarinergen 
Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 in Detrusormyozyten von IC-Gewebe zu 
untersuchen, um neue Hinweise auf Ätiologie und Pathogenes der Krankheit zu 
erhalten. Da jedoch etablierte Methoden das Rezeptor-Trafficking fast ausschließlich 
nur in Zellkulturen ermöglichen, sollte in dieser Arbeit das Proximity Ligation Assay 
(PLA) in Kombination mit konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) zur 
Untersuchung des Rezeptor-Traffickings in paraffiniertem Harnblasengewebe 
verwendet werden. PLA/CLSM wurde dabei an weiblichen IC/BPS-Biopsien (n=7) 
und Zystektomiepräparaten (n=7) von Frauen mit Harnblasen- oder Zervixkarzinom 
(Kontrollgewebe) durchgeführt. 




PLA basiert auf den Prinzipien von Immunfluoreszenz (IF) und Polymerase-
Kettenreaktion und dient dem hochspezifischen Nachweis von Protein-Protein-
Interaktionen oder Ko-Lokalisationen [109]. Dazu wird das Gewebe mit zwei primären 
Antikörpern unterschiedlicher Spezies inkubiert und nachfolgend mit sekundären 
Oligonukleotid-gekoppelten Antikörpern (PLA-Sonden) versetzt. Bei Interaktion oder 
Annäherung der Proteine auf weniger als 30 Nanometer kommt es zur Ausbildung 
eines ringförmigen DNA-Einzelstranges, der amplifiziert und mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff (Cy-3) hybridisiert wird, so dass ein verstärktes 
Fluoreszenzsignal entsteht, welches die Protein-Protein-Interaktion/-Ko-Lokalisation 
repräsentiert [109, 110].  
In dieser Arbeit wurde das PLA-Prinzip an Paraffinschnitten von IC-Biopsien 
angewandt, um in Detrusormyozyten die Ko-Lokalisation der muskarinergen 
Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 mit verschiedenen Markerproteinen des 
Traffickings darzustellen. Als Traffickingmarker in der Kombination mit M2 bzw. M3 
dienten Clathrin zur Darstellung der Clathrin-vermittelten Rezeptorendozytose 
(CME), Rab7 als Marker der späten Endosomen und Rab11 als Hauptregulator des 
endozytotischen Recyclings [87, 92, 103]. Mit einem konfokalen Laser Scanning 
Mikroskop wurden pro Patientenprobe und Antikörperkombination fünf Z-Stacks 
(Bildstapel aus 65 Einzelbildern) generiert. Diese wurden einer Dekonvolution 
unterzogen, um eine dreidimensionale Darstellung der Präparate zu erhalten, an der 
schließlich die Analyse der PLA-Objekte hinsichtlich Anzahl, Dichte und 
Membranlokalisation erfolgen konnte. 
 
Bezüglich der Gesamtrezeptorexpression im Detrusor von IC/BPS zeigte sich unter 
Anwendung von PLA eine signifikante Erhöhung von M2 und M3 gegenüber dem 
Kontrollgewebe. 
Untersuchungen zur Sensitivität von PLA und herkömmlicher IF in der 
Unterscheidung zwischen IC/BPS- und Kontrollgewebe ergaben eine vergleichbare 
Sensitivität von M3-PLA und M2-IF. M2-PLA dagegen war weniger sensitiv, was auf 
eine geringe Spezifität der verwendeten M2-Antikörper zurückzuführen ist. Eine 
Etablierung von M3-PLA als weitere Methode in der Diagnosestellung der IC/BPS ist 
somit denkbar. 




In den Experimenten zur Untersuchung einer CME der Rezeptoren zeigte sich eine 
signifikante Verschiebung von M3/Clathrin-PLA-Objekten in das Zytoplasma, was die 
aus der Literatur [91] bekannte Clathrin-vermittelte Internalisierung von M3 bestätigt. 
Möglicherweise stellt die erhöhte CME von M3 in IC/BPS eine pathogenetische 
Veränderung im Rahmen der Erkrankung dar, um einer erhöhten Expression von M3 
regulatorisch entgegenzuwirken. 
Für die M2/Clathrin-PLA-Objekte konnte keine signifikante Änderung bezüglich ihrer 
Membranlokalisation detektiert werden. Das stützt die Literaturdaten [88, 89, 94–97], 
denen zufolge M2 Clathrin-unabhängig endozytiert wird. Dass dennoch M2/Clathrin-
PLA-Objekte detektiert werden, kann auf einen in der Literatur beschriebenen 
Caveolae-vermittelten Abbau von M2 hinweisen [98, 99], da während des 
Internalisierungsprozesses über Caveolae eine Ko-Lokalisation von Clathrin und 
Caveolin-1 beobachtet wurde [118]. Ein Caveolae-vermittelter Abbau von M2 mit 
Aktivierung der eNOS und folglich erhöhter NO-Produktion könnte eine Erklärung für 
die in IC/BPS beobachtete erhöhte NO-Konzentration liefern [138], die wiederum 
eine Rolle bei Inflammation spielt [132].  
Bezüglich des endosomalen Rezeptor-Abbaus zeigte sich in IC/BPS gegenüber den 
Kontrollen eine signifikant erhöhte Dichte an M2/Rab7-PLA-Objekten, nicht jedoch an 
M3/Rab7-PLA-Objekten. Diese Beobachtung spricht für eine verstärkte endosomale 
Degradation von M2 in IC/BPS, worin ein Gegenregulationsmechanismus der 
erhöhten M2-Rezeptorexpression bestehen könnte. Da der M2-Rezeptor laut 
Thangaraju et al. [124] nicht recycelt wird, aber trotzdem zellulär prozessiert werden 
muss, wäre ein vermehrter Abbau von M2 in den späten Endosomen denkbar. 
Analysen zum Rezeptorrecycling in IC/BPS konnten für beide Rezeptoren M2 und 
M3 signifikant erhöhte Dichten an Rezeptor/Rab11-PLA-Objekten detektieren, was 
ein verstärktes Recycling von M2 und M3 in IC/BPS vermuten lässt. In der Literatur 
ist ein M2-Rezeptorrecycling bisher nicht bekannt [96, 124, 127]. Somit besteht 
womöglich im M2-Recycling eine weitere pathogenetische Veränderung in der 
Entstehung der IC/BPS, die zudem die erhöhte M2-Expression in IC-Gewebe 
erklären könnte. Das verstärkte Recycling von M3 könnte eine Gegenregulation zur 
vermehrten CME des M3-Rezeptors in IC/BPS darstellen und die erhöhte M3-
Expression in IC/BPS hervorrufen.  




Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Analyse des M2- bzw. M3-
Traffickings in Detrusormyozyten von IC-Gewebe mittels PLA möglich ist. Allerdings 
hat die Methode auch Limitationen. So darf z.B. der „Hintergrund‟ in Form von PLA-
Signalen, die durch unspezifische Bindungen der verwendeten primären Antikörper 
entstehen, ohne dass eine echte Interaktion mit entsprechender zellulärer 
Prozessierung der eigentlich zu untersuchenden Proteine besteht, nicht 
vernachlässigt werden. 
Eindeutiger Vorteil von PLA gegenüber anderen Methoden zur Untersuchung des 
Traffickings besteht in der Möglichkeit zur in situ-Durchführung an klinisch 
gewonnenem Patientenmaterial und somit der Möglichkeit zur Beobachtung 
pathologischer Prozesse. 
 
Abschließend betrachtet stellt PLA/CLSM eine spezifische, hochauflösende und 
vielversprechende Methode bezüglich der Analyse des Rezeptor-Traffickings in 
Detrusormyozyten von IC/BPS-Gewebe dar und mit den Experimenten dieser Arbeit 
konnten tatsächlich Veränderungen im M2- und M3-Rezeptor-Trafficking detektiert 
werden. Es bedarf allerdings noch weiterführender Untersuchungen, um Ätiologie 
und Pathogenese der IC vollständig zu verstehen und wirksame Therapien 
entwickeln zu können. Den muskarinergen Acetylcholinrezeptoren M2 und M3 und 
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Anlage 1: 3D-Rekonstruktionen des Traffickings von M2 und M3 in Detrusormyozyten von Gewebe 
ohne IC/BPS (Kontrollgewebe). Die linke Spalte zeigt 3D-Rekonstruktionen des Traffickings des M3-
Rezeptors, die rechte des M2-Rezeptors. In grün sind die Zellmembranen dargestellt. Die 






Anlage 2: Quantitative Auswertung des M2- und M3-Rezeptor-Traffickings mittels PLA. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der 
jeweilig ausgewerteten fünf Z-Stacks. 
    Rezeptor/Rezeptor 
    hBl 400D hBl 402D hBl 453D hBl 456D hBl 488D hBl 500D hBl 502D 
M3 
IC/BPS 
Objektanzahl 210.2 ± 80.7 164.8 ± 55.1 245.2 ± 31.5 151.2 ± 41.9 131.8 ± 68.9 247.2 ± 10.3 152.0 ± 44.6 
mittlere Objektgröße [voxels] 597.5 ± 102.5 925.2 ± 184.2 752.9 ± 137.5 834.6 ± 113.1 562.0 ± 99.2 413.9 ± 53.4 532.4 ± 61.9 
Objektdichte [voxels/µm³] 2.82 ± 1.48 3.41 ± 1.73 3.88 ± 0.61 2.66 ± 0.76 1.46 ± 0.66 2.18 ± 0.30 1.74 ± 0.57 
Membranlokalisation [%] 48.8 ± 25.7 50.8 ± 20.6 42.7 ± 5.5 43.1 ± 9.9 59.9 ± 34.3 61.6 ± 4.4 52.5 ± 8.9 
M2 
IC/BPS 
Objektanzahl 281.0 ± 75.2 146.4 ± 11.0 78.8 ± 32.6 56.6 ± 20.8 26.0 ± 13.6 52.4 ± 19.8 82.8 ± 32.3 
mittlere Objektgröße [voxels] 471.5 ± 17.2 541.3 ± 126.5 638.0 ± 241.6 346.9 ± 84.8 455.0 ± 81.5 477.1 ± 60.5 359.7 ± 51.5 
Objektdichte [voxels/µm³] 3.98 ± 1.15 2.36 ± 0.55 1.62 ± 1.14 0.58 ± 0.20 0.33 ± 0.17 0.78 ± 0.37 0.90 ± 0.35 
Membranlokalisation [%] 26.5 ± 11.3 35.5 ± 2.9 25.1 ± 14.8 55.1 ± 30.8 43.1 ± 22.9 45.0 ± 31.2 44.0 ± 16.8 
    
 
Rezeptor/Rezeptor 
    hBl-Ko 3/04 hBl-Ko 35/05 hBl-Ko 36/05 hBl-Ko 28/05 hBl-Ko 29/05 hBl-Ko 86/06 hBl-Ko 296/09 
M3 Ko 
Objektanzahl 13.0 ± 3.0 42.2 ± 14.6 30.2 ± 1.5 11.4 ± 4.6 29.2 ± 7.5 4.0 ± 1.9 14.8 ± 5.1 
mittlere Objektgröße [voxels] 1117.5 ± 278.4 894.1 ± 122.2 1060.1 ± 145.7 1124.5 ± 177.5 1121.5 ± 158.8 2124.8 ± 517.4 1159.7 ± 287.5 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.41 ± 0.02 1.12 ± 0.43 0.96 ± 0.12 0.36 ± 0.12 0.98 ± 0.29 0.23 ± 0.09 0.49 ± 0.14 
Membranlokalisation [%] 35.4 ± 13.4 48.3 ± 18.1 49.0 ± 8.2 38.6 ± 18.9 45.9 ± 11.0 60.0 ± 40.6 51.4 ± 20.3 
M2 Ko  
Objektanzahl 16.6 ± 7.3 17.6 ± 3.0 31.8 ± 12.6 25.6 ± 7.3 35.8 ± 16.8 7.2 ± 3.1 22.0 ± 5.2 
mittlere Objektgröße [voxels] 542.9 ± 140.3 565.9 ± 97.6 632.4 ± 145.1 619.9 ± 162.9 819.3 ± 180.7 1307.6 ± 391.8 929.1 ± 76.5 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.24 ± 0.08 0.30 ± 0.07 0.61 ± 0.27 0.46 ± 0.16 0.81 ± 0.26 0.27 ± 0.10 0.61 ± 0.15 






    Rezeptor/Clathrin 
    hBl 400D hBl 402D hBl 453D hBl 456D hBl 488D hBl 500D hBl 502D 
M3 
IC/BPS 
Objektanzahl 471.6 ± 92.1 381.0 ± 114.3 216.0 ± 126.3 496.4 ± 419.4 118.8 ± 59.1 573.0 ± 83.9 377.4 ± 171.5 
mittlere Objektgröße [voxels] 543.1 ± 63.0 490.0 ± 130.7 294.7 ± 66.7 432.3 ± 77.5 469.2 ± 29.0 523.4 ± 45.5 369.2 ± 15.2 
Objektdichte [voxels/µm³] 7.80 ± 2.21 5.44 ± 1.76 1.69 ± 0.60 5.92 ± 4.39 1.63 ± 0.70 9.06 ± 1.91 4.15 ± 1.85 
Membranlokalisation [%] 19.0 ± 4.4 16.5 ± 6.5 12.4 ± 5.4 19.5 ± 18.7 25.1 ± 11.5 23.9 ± 9.3 22.7 ± 8.5 
M2 
IC/BPS 
Objektanzahl 1432.8 ± 443.0 175.0 ± 54.6 205.8 ± 27.2 622.0 ± 444.7 45.2 ± 11.7 97.8 ± 10.0 246.0 ± 198.8 
mittlere Objektgröße [voxels] 312.3 ± 34.1 425.3 ± 41.2 431.5 ± 30.1 442.7 ± 24.2 528.3 ± 35.3 387.9 ± 53.4 368.4 ± 74.6 
Objektdichte [voxels/µm³] 13.26 ± 4.13 2.28 ± 0.86 2.65 ± 0.30 8.09 ± 5.53 0.71 ± 0.16 1.13 ± 0.18 2.35 ± 1.32 
Membranlokalisation [%] 20.8 ± 5.3 37.1 ± 11.4 31.2 ± 8.0 31.1 ± 17.4 50.9 ± 12.2 33.5 ± 5.4 40.4 ± 26.8 
    
 
Rezeptor/Clathrin 
    hBl-Ko 3/04 hBl-Ko 35/05 hBl-Ko 36/05 hBl-Ko 28/05 hBl-Ko 29/05 hBl-Ko 86/06 hBl-Ko 296/09 
M3 Ko 
Objektanzahl 51.8 ± 27.4 76.2 ± 24.0 42.4 ± 29.5 32.0 ± 4.5 65.2 ± 42.2 18.0 ± 2.8 118.2 ± 42.9 
mittlere Objektgröße [voxels] 593.4 ± 57.7 514.7 ± 85.9 717.2 ± 59.9 606.2 ± 133.2 531.8 ± 106.1 1215.6 ± 255.7 2374.2 ± 1089.3 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.91 ± 0.50 1.12 ± 0.21 0.91 ± 0.62 0.60 ± 0.20 1.08 ± 0.78 0.65 ± 0.15 7.19 ± 1.67 
Membranlokalisation [%] 29.0 ± 14.0 29.1 ± 2.7 27.4 ± 14.0 31.3 ± 10.5 23.9 ± 21.6 44.4 ± 11.7 14.2 ± 9.2 
M2 Ko  
Objektanzahl 22.8 ± 7.2 31.2 ± 25.2 32.0 ± 9.5 39.8 ± 26.7 33.6 ± 12.0 6.2 ± 1.5 41.2 ± 20.1 
mittlere Objektgröße [voxels] 524.5 ± 97.4 509.3 ± 144.6 757.9 ± 81.9 660.9 ± 78.9 850.7 ± 130.7 838.6 ± 198.5 882.7 ± 62.5 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.37 ± 0.16 0.49 ± 0.41 0.73 ± 0.23 0.75 ± 0.44 0.82 ± 0.25 0.16 ± 0.06 1.07 ± 0.47 







    Rezeptor/Rab7 
    hBl 400D hBl 402D hBl 453D hBl 456D hBl 488D hBl 500D hBl 502D 
M3 
IC/BPS 
Objektanzahl 45.8 ± 13.9 36.8 ± 28.6 23.4 ± 7.6 26.0 ± 9.5 34.2 ± 2.0 71.6 ± 18.5 90.2 ± 37.6 
mittlere Objektgröße [voxels] 596.1 ± 84.4 521.2 ± 48.3 572.6 ± 93.0 579.1 ± 78.1 423.2 ± 37.2 614.4 ± 82.9 384.9 ± 58.9 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.83 ± 0.32 0.55 ± 0.39 0.40 ± 0.13 0.45 ± 0.18 0.43 ± 0.06 1.35 ± 0.49 1.06 ± 0.55 
Membranlokalisation [%] 31.0 ± 8.9 22.8 ± 14.7 25.6 ± 17.3 23.8 ± 9.5 25.7 ± 8.6 29.6 ± 10.5 31.3 ± 10.5 
M2 
IC/BPS 
Objektanzahl 183.8 ± 66.8 50.2 ± 6.2 43.2 ± 17.2 134.2 ± 35.6 24.4 ± 5.7 110.8 ± 29.3 61.4 ± 30.7 
mittlere Objektgröße [voxels] 562.9 ± 58.3 543.6 ± 112.2 653.7 ± 176.2 531.4 ± 95.9 419.9 ± 91.7 478.0 ± 158.0 432.5 ± 33.8 
Objektdichte [voxels/µm³] 3.03 ± 0.93 0.83 ± 0.25 0.78 ± 0.18 2.07 ± 0.40 0.32 ± 0.14 1.70 ± 1.07 0.80 ± 0.44 
Membranlokalisation [%] 34.3 ± 10.9 36.3 ± 10.3 40.7 ± 20.4 37.4 ± 11.3 52.5 ± 17.7 41.3 ± 12.5 49.8 ± 21.3 
    
 
Rezeptor/Rab7 
    hBl-Ko 3/04 hBl-Ko 35/05 hBl-Ko 36/05 hBl-Ko 28/05 hBl-Ko 29/05 hBl-Ko 86/06 hBl-Ko 296/09 
M3 Ko 
Objektanzahl 28.4 ± 8.7 30.2 ± 8.0 48.6 ± 8.2 28.2 ± 4.4 38.4 ± 15.9 13.8 ± 4.8 57.6 ± 44.9 
mittlere Objektgröße [voxels] 530.1 ± 28.9 850.3 ± 119.4 592.3 ± 152.8 822.0 ± 62.1 618.5 ± 98.5 909.9 ± 184.6 964.5 ± 74.2 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.46 ± 0.15 0.79 ± 0.27 0.85 ± 0.23 0.70 ± 0.13 0.68 ± 0.17 0.38 ± 0.14 1.62 ± 1.23 
Membranlokalisation [%] 35.9 ± 20.7 29.1 ± 12.8 37.9 ± 9.9 36.9 ± 17.3 26.6 ± 12.6 42.0 ± 15.5 42.7 ± 32.3 
M2 Ko  
Objektanzahl 4.0 ± 3.3 30.4 ± 11.1 20.4 ± 6.7 17.4 ± 7.3 11.2 ± 5.5 13.2 ± 4.0 85.4 ± 25.4 
mittlere Objektgröße [voxels] 786.3 ± 223.6 468.6 ± 71.7 531.1 ± 70.3 463.3 ± 82.7 760.8 ± 213.8 851.2 ± 169.3 768.1 ± 100.3 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.07 ± 0.04 0.42 ± 0.14 0.31 ± 0.08 0.24 ± 0.10 0.23 ± 0.10 0.32 ± 0.06 1.97 ± 0.65 







    Rezeptor/Rab11 
    hBl 400D hBl 402D hBl 453D hBl 456D hBl 488D hBl 500D hBl 502D 
M3 
IC/BPS 
Objektanzahl 88.6 ± 11.8 52.6 ± 18.8 28.4 ± 8.7 28.6 ± 9.6 30.4 ± 13.0 45.8 ± 17.5 59.0 ± 15.9 
mittlere Objektgröße [voxels] 674.5 ± 76.4 652.1 ± 91.0 588.4 ± 131.5 790.4 ± 100.1 725.9 ± 131.3 412.9 ± 57.0 466.7 ± 36.2 
Objektdichte [voxels/µm³] 1.79 ± 0.34 1.07 ± 0.48 0.47 ± 0.10 0.67 ± 0.26 0.69 ± 0.38 0.58 ± 0.29 0.81 ± 0.18 
Membranlokalisation [%] 30.2 ± 11.6 23.2 ± 10.7 26.8 ± 12.3 25.2 ± 11.6 29.6 ± 8.6 27.1 ± 8.1 23.7 ± 4.4 
M2 
IC/BPS 
Objektanzahl 139.0 ± 57.5 93.8 ± 27.5 65.4 ± 23.6 54.8 ± 27.7 11.6 ± 2.2 34.4 ± 12.0 32.6 ± 22.7 
mittlere Objektgröße [voxels] 562.0 ± 119.5 548.6 ± 22.5 557.7 ± 53.2 478.2 ± 102.2 642.0 ± 121.8 472.7 ± 66.2 447.7 ± 98.2 
Objektdichte [voxels/µm³] 2.26 ± 0.97 1.53 ± 0.42 1.08 ± 0.38 0.78 ± 0.42 0.22 ± 0.05 0.51 ± 0.23 0.44 ± 0.32 
Membranlokalisation [%] 28.5 ± 20.2 36.5 ± 7.5 36.1 ± 17.4 33.6 ± 21.5 36.2 ± 12.7 37.8 ± 11.6 40.5 ± 22.7 
    
 
Rezeptor/Rab11 
    hBl-Ko 3/04 hBl-Ko 35/05 hBl-Ko 36/05 hBl-Ko 28/05 hBl-Ko 29/05 hBl-Ko 86/06 hBl-Ko 296/09 
M3 Ko 
Objektanzahl 8.4 ± 1.4 25.6 ± 11.1 20.6 ± 8.6 19.0 ± 5.5 21.4 ± 11.7 12.2 ± 3.5 6.0 ± 2.0 
mittlere Objektgröße [voxels] 749.6 ± 207.4 644.4 ± 104.7 839.3 ± 203.5 725.0 ± 170.3 1207.3 ± 378.9 1024.3 ± 22.3 1484.8 ± 388.6 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.19 ± 0.07 0.49 ± 0.21 0.52 ± 0.28 0.41 ± 0.16 0.73 ± 0.35 0.38 ± 0.11 0.27 ± 0.12 
Membranlokalisation [%] 33.3 ± 17.5 22.7 ± 6.7 16.5 ± 9.5 14.7 ± 14.3 45.8 ± 38.7 59.0 ± 24.0 50.0 ± 31.6 
M2 Ko  
Objektanzahl 17.4 ± 13.5 11.4 ± 9.2 10.8 ± 3.2 11.8 ± 2.9 10.8 ± 3.4 7.4 ± 1.6 17.2 ± 7.0 
mittlere Objektgröße [voxels] 1035.2 ± 595.0 592.0 ± 145.7 924.8 ± 154.7 989.9 ± 266.4 1243.6 ± 405.7 1352.7 ± 324.8 1233.6 ± 288.7 
Objektdichte [voxels/µm³] 0.43 ± 0.29 0.17 ± 0.10 0.30 ± 0.08 0.35 ± 0.13 0.38 ± 0.12 0.31 ± 0.13 0.60 ± 0.20 
Membranlokalisation [%] 35.6 ± 20.7 38.6 ± 19.7 55.6 ± 15.5 27.1 ± 18.1 59.3 ± 33.9 73.0 ± 18.3 64.0 ± 21.8 
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